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RESUMEN 

Las neuronas hipotalámicas POMC desempeñan un papel importante en el 

comportamiento alimentario, ya que pueden disminuir la ingesta de alimentos 

y aumentar el gasto energético en respuesta a las necesidades metabólicas. 

Sin embargo, múltiples evidencias han demostrado que, tras el desarrollo de 

obesidad, estas neuronas sufren diversas alteraciones en su normal 

funcionamiento que afectan su capacidad de inhibir el apetito. Un mecanismo 

molecular que podría estar involucrado en el desarrollo y/o mantención de 

estas alteraciones es la metilación del ADN, puesto que tiene la capacidad de 

regular la expresión génica y está fuertemente influenciada por factores 

ambientales como la exposición a dietas calóricas. Además, en particular con 

el gen Pomc, diferentes investigaciones han mostrado que la obesidad induce 

la hipermetilación de su promotor, interrumpiendo la señalización normal de 

la leptina; no obstante, aún se desconocen los efectos a nivel genómico. En 

este contexto, nos analizamos los efectos de la obesidad sobre el metiloma de 

las neuronas POMC y asociarlo con cambios en la expresión génica. Para 

ello, se expuso a ratones transgénicos POMC:eGFP machos a una dieta alta 

en grasas durante 11 semanas para inducir obesidad mediante dieta. Desde 

neuronas POMC purificadas por FACS se prepararon librerías de 

secuenciación de bisulfito de representación reducida (RRBS), luego de lo 

cual, se efectuó un análisis de metilación diferencial por locus CpG. 

Paralelamente, se utilizaron datos de RNA-seq generados a partir de neuronas 

POMC sometidas al mismo tratamiento (11 semanas de alimentación y 

purificación por FACS) para correlacionar los cambios de metilación con 

cambios en la expresión génica. Nuestros resultados revelan que la obesidad 
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inducida por el consumo de una dieta alta en grasa provoca una profunda 

modulación del metiloma en las neuronas POMC caracterizada 

principalmente por la metilación en promotores proximales de los genes y, 

más específicamente, dentro de motivos de unión a factores de transcripción. 

Estos cambios en el estado de metilación, si bien ocurren en varios genes 

relevantes en el funcionamiento de las neuronas POMC (como Pomc, Cartpt 

y Stat3), no necesariamente están asociados con una modulación 

transcriptómica. De la respuesta transcripcional asociada a un cambio de 

metilación, destaca el aumento de Gal y Loxl3, genes asociados al consumo 

de grasa y señalización de STAT3, respectivamente; así como la disminución 

de genes anti apoptóticos como Gdnf y Ntrk1. De esta manera, es importante 

considerar que los resultados obtenidos en esta tesis son los primeros en 

dilucidar los efectos que la obesidad causa en la metilación de ADN a nivel 

genómico y más específico aún en neuronas POMC purificadas     
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ABSTRACT 

Hypothalamic POMC neurons play an important role in feeding behavior, as 

they can decrease food intake and increase energy expenditure in response to 

metabolic needs. However, multiple investigations have shown that, after the 

development of obesity, these neurons undergo several alterations in their 

normal functions that affect their ability to inhibit appetite. A molecular 

mechanism that could be involved in the development and/or maintenance of 

these alterations is DNA methylation since it has the capacity to regulate gene 

expression and is influenced by environmental factors such as exposure to 

caloric diets. Furthermore, obesity has been shown to induce DNA 

hypermethylation at the Pomc promoter disrupting normal leptin signaling, 

but the effects at the genomic level are still unknown. In this context, we set 

out to analyze the effects of obesity on the methylome of POMC neurons and 

associate it with changes in gene expression. For this purpose, male 

POMC:eGFP transgenic mice were exposed to a high-fat diet for 11 weeks 

to induce obesity by diet. From FACS-purified POMC neurons, reduced-

representation bisulfite sequencing (RRBS) libraries were prepared, after 

which differential methylation analysis per CpG locus was performed. In 

parallel, RNA-seq data generated from POMC neurons subjected to the same 

treatment (11 weeks of FACS feeding and purification) were used to correlate 

methylation changes with changes in gene expression. Our results reveal that 

obesity causes profound modulation of the methylome in POMC neurons 

characterized primarily by methylation in promoter regions of genes and, 

more specifically, within transcription factor binding motifs. These changes 

in methylation status, although occurring in several genes relevant to POMC 
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neuron function (such as Pomc, Cartpt and Stat3), are not necessarily 

associated with transcriptomic modulation. Of this transcriptional response, 

associated with a change in methylation, the increase in Gal and Loxl3, genes 

associated with fat consumption and STAT3 signaling, respectively, stands 

out, as well as the decrease in anti-apoptotic genes such as Gdnf and Ntrk1. 

In this way, it is important to consider that the results obtained in this thesis 

are the first to elucidate the effects that obesity causes in DNA methylation 

at the genomic level and even more specifically in purified POMC neurons. 
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I. INTRODUCCIÓN 

1. Homeostasis energética y obesidad  

La obesidad es una patología crónica caracterizada por la acumulación 

anormal o excesiva de grasa en el organismo y que constituye un riesgo para 

la salud. Para diagnosticar obesidad se emplea el índice de masa corporal 

IMC o del inglés body mass index (BMI), definiéndose sobrepeso cuando 

este valor esta sobre 25 y obesidad cuando es igual o superior a 30 (World 

Health Organization, 2021).  En los últimos años, la prevalencia de la 

obesidad ha tenido un incremento importante, llegando a convertirse en una 

epidemia a nivel global, de hecho, la Organización Mundial de la Salud 

informó en marzo del año 2022 que más de mil millones de personas en todo 

el mundo padecen de obesidad. Chile no queda ajeno a esta problemática, ya 

que según los datos de la última encuesta nacional de salud el 34.8% de la 

población adulta sufre de obesidad y el 75% padece de obesidad o sobrepeso 

(Ministerio de Salud, 2018).   

Además de las cifras alarmantes, la preocupación por la obesidad 

radica en que representa un factor de riesgo para otras enfermedades, como 

diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de 

cáncer e incluso mayor riesgo de presentar casos severos de COVID-19 

(Calle et al., 2003; Field et al., 2001; Hendren et al., 2021; Kenchaiah et al., 

2002).  

El origen de la obesidad está influenciado por factores genéticos, 

epigenéticos, ambientales, conductuales e incluso socioeconómicos, los 

cuales desencadenan un desbalance de la homeostasis energética, debido a 

un aumento en la ingesta alimentaria en comparación al gasto energético 
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(Schwartz et al., 2017). La mantención de la homeostasis energética es un 

proceso dinámico y complejo que involucra la interacción de señales 

periféricas (como hormonas y nutrientes)  con circuitos centrales que 

permiten regular la ingesta de alimentos (Hopkins & Blundell, 2016; Morton 

et al., 2014).  

Cabe señalar que la conducta alimentaria no está únicamente regulada 

por la homeostasis energética, sino también por mecanismos hedónicos 

impulsados por la percepción sensorial y el sistema de recompensa. En este 

contexto se ha se ha demostrado que una alimentación sabrosa, rica en 

calorías como lo es la dieta alta en grasas, causa una desregulación en la 

señalización dopaminérgica en el área tegmental ventral y el núcleo 

accumbens, dos áreas que componen el sistema de recompensa, y en los 

cuales se ha observado que el consumo de una dieta alta en causa un déficit 

en la recaptación de dopamina mediata por el transportador de dopamina 

(DAT), resultando en un aumento en la motivación y el deseo (J. J. Cone 

et al., 2013; Fordahl & Jones, 2017).  

2. Función del núcleo arqueado en la regulación de la ingesta 

alimentaria.   

En el contexto de la regulación de la homeostasis energética a nivel 

central, destaca el hipotálamo como el mayor centro regulador del balance 

energético y de comportamientos instintivos, tal como es el comportamiento 

alimenticio. El hipotálamo es una pequeña estructura cerebral ubicada en la 

base del diencéfalo, cercano al tercer ventrículo (3V) y en estrecho contacto 

con la eminencia media (EM), que está constituido por múltiples poblaciones 

neuronales discretas o núcleos, estrechamente conectados que participan en 
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la regulación del comportamiento alimentario (Jenkins, 1972). Uno de los 

núcleos hipotalámicos ampliamente estudiado en cuanto al comportamiento 

alimentario, es el núcleo arqueado (ARC), el cual tiene una ubicación 

estratégica adyacente al tercer ventrículo y próximo a la eminencia media, lo 

que le da la facultad de recibir señales de la circulación y/o del líquido 

cefalorraquídeo gracias a la participación de tanicitos, células ependimarias 

especializadas que recubren las paredes del tercer ventrículo y cuyo proceso 

se proyecta hacia distintas zonas del hipotálamo (Garcia et al., 2001). De esta 

manera, las células que componen el núcleo arqueado pueden detectar el 

estado nutricional del organismo, integrar señales hormonales y a partir de 

ello interaccionar con otros núcleos hipotalámicos y extra hipotalámicos a fin 

de generar una respuesta coordinada del consumo de calorías y el gasto 

energético (R. D. Cone et al., 2001; Dhillo, 2007; Myers & Olson, 2012). 

Dentro del ARC se encuentran 2 poblaciones neuronales extensamente 

estudiadas y con características funcionalmente antagónicas en cuanto a la 

ingesta alimentaria, que componen el denominado “sistema de 

melanocortina”. Ellas son la población de neuronas NPY/AgRP que secretan 

neuropéptidos orexigénicos capaces de estimular el apetito y reducir el gasto 

energético, como es el neuropéptido Y y la proteína relacionada con Agouti 

(AgRP) (Broberger et al., 1998; Hagan et al., 2000; Hahn et al., 1998).  Y la 

población de neuronas  estudiada en este trabajo de tesis, las neuronas 

POMC, que inhiben el apetito y aumentan el gasto energético gracias a la 

liberación de neuropéptidos anorexigénicos tales como la hormona liberadora 

de α-melanocito estimulante (α-MSH), un producto procesado de la pro-

opiomelanocortina (POMC) y el transcrito regulado por anfetamina y cocaína 
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(CART) (Elias et al., 1998; Eskay et al., 1979; Kristensen et al., 1998).  Lo 

anterior ha sido validado mediante la implementación de modernas y 

sofisticadas técnicas, como optogenética y farmacogenética DREADD 

(Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs). Por ejemplo, 

a través de optogenéticas se demostró que, la estimulación evocada por luz 

de channelrhodopsin-2 en tan solo 800 neuronas AgRP, es capaz de generar 

una rápida y voraz alimentación en ratones, respuesta que es proporcional al 

número de neuronas fotoestimuladas, frecuencia y duración del estímulo 

(Aponte et al., 2011). De manera similar, se ha demostrado mediante el uso 

de DREADD que la activación de las neuronas AgRP induce dramáticamente 

la alimentación, reduciendo el gasto energético y en última instancia, 

aumentando las reservas de grasas (Krashes et al., 2011). Con respecto al 

funcionamiento de las neuronas POMC, la implementación de técnicas 

optogenéticas han permitido demostrar que la fotoestimulación de células 

hipotalámicas ChR2-POMC reduce, a largo plazo, la ingesta alimentaria y el 

peso corporal (Aponte et al., 2011). Lo mismo ha sido validado mediante 

DREADD, puesto que la activación específica y prolongada de neuronas 

POMC hipotalámicas permite la disminución de la ingesta alimentaria (Zhan 

et al., 2013). 

Cabe destacar que el funcionamiento de ambas poblaciones neuronales 

es un proceso altamente regulado y coordinado que responde al estado 

energético del organismo. Por ejemplo, α-MSH es un agonista de los 

receptores de melanocortina 3 (MC3R) y 4 (MC4R), mientras que AgRP es 

un agonista inverso de estos receptores, por lo que existe una competencia 

entre ambas moléculas por la unión al receptor  (D. Lu et al., 1994).  Por otra 
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parte, frente a un bajo nivel energético (como ocurre con el ayuno) se genera 

un aumento en la producción de grelina, péptido de 28 aminoácidos 

producido principalmente por las células oxínticas del estómago que activa a 

las neuronas NPY/AgRP, aumentando la liberación de estos neuropéptidos, 

y la liberación de ácido gamma-aminobutírico (GABA) por parte de estas 

neuronas, y con ello incrementar la ingesta de alimentos. Por lo tanto, grelina 

ejerce un efecto inhibitorio en la actividad de las neuronas POMC (Cowley 

et al., 2003; L. Wang et al., 2002). De manera opuesta, cuando los niveles 

energéticos están elevados, como en condiciones postprandiales, desde el 

tejido adiposo se secreta leptina, una hormona peptídica que mediante la 

unión a su receptor de membrana, LepR, despolariza y aumenta la activación 

de las neuronas POMC y, en consecuencia, disminuye la ingesta alimentaria 

(Cowley et al., 2001; Schwartz et al., 1997). Tal como ocurre con grelina, el 

efecto de leptina es potenciado al generar la inhibición de las neuronas 

NPY/AgRP (Baskin et al., 1999; Morrison et al., 2005). Otra molécula que 

aumenta su producción frente a niveles energéticos elevados es la hormona 

pancreática insulina, la cual activa a una subpoblación de neuronas POMC e 

inhibe a neuronas NPY/AgRP, causando en un efecto anorexigénico 

(Spanswick et al., 2000; Williams et al., 2010).  

La acción coordinada de neuronas NPY/AgRP y de neuronas POMC es 

mantenida, además, por la liberación del neurotransmisor GABA por parte 

de las neuronas NPY/AgRP hacia las neuronas POMC, causando la 

inhibición de estas últimas (Cowley et al., 2001). Esto fue demostrado 

mediante la deleción del transportador vesicular de GABA, Vgat, 

específicamente en neuronas AgRP, resultando en un ratón con fenotipo 
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magro y resistente al desarrollo de obesidad (Tong et al., 2008). Así también, 

análisis optogenéticos han demostrado que, tras un ayuno hay un aumento en 

la liberación de GABA desde las neuronas NPY/AgRP hacia las neuronas 

POMC (Atasoy et al., 2012; Dicken et al., 2015).   

El funcionamiento y regulación recíproca de ambas poblaciones neuronales 

modulará, a su vez, la actividad de neuronas de segundo orden localizadas en 

otros núcleos hipotalámicos, tal como el núcleo paraventricular (PVN), 

considerado un centro integrador que recibe proyecciones de diferentes 

neuronas que contribuirán en la generación de hambre o saciedad. El PVN, a 

través del receptor de melanocortina 4 (MC4R), puede ser estimulado por α-

MSH y estimular la secreción de oxitocina (Arletti et al., 1989; Br et al., 

1991), de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) (X.-Y. Lu et al., 

2003), así como de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) (Fekete et al., 

2000), que en conjunto favorecen la respuesta anorexigénica (figura 1). 
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El sistema de melanocortina es un circuito neuronal del hipotálamo que funciona como un 

mecanismo sensor del estado energético. Este sistema involucra la participación de dos 

poblaciones neuronales funcionalmente antagónicas localizadas en el ARC; por un lado, 

las neuronas orexigénicas NPY/AgRP, que son activadas por ghrelina en condiciones de 

ayuno; y, por otro lado, las neuronas anorexigénicas POMC/CART que son activadas por 

leptina e insulina luego de la ingesta alimentaria. Ambas poblaciones neuronales envían 

proyecciones a neuronas de segundo orden en el PVN para regular la liberación de CHR, 

oxitocina y THR y con ello mantener el equilibrio entre el consumo y el gasto energético. 

En funcionamiento de neuronas NPY/AgRP y neuronas POMC/CART se encuentra 

FIGURA 1: SISTEMA DE MELANOCORTINA 
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fuertemente coordinado por el efecto antagónico de las hormonas sobre ambas 

poblaciones, así como por la liberación de GABA desde las neuronas NPY/AgRP hacia 

las neuronas POMC. Signo (+) y (-) indica activación e inhibición respectivamente. 

3. Procesamiento de POMC 

Las neuronas POMC son un componente clave del sistema de 

melanocortina, que como se mencionó anteriormente, tienen un carácter 

anorexigénico debido a su capacidad de disminuir la ingesta de alimentos y 

aumentar el gasto energético. Este efecto anorexigénico, está dado, en parte, 

por el péptido α-MSH, el que es almacenado en vesículas secretoras y que es 

liberado frente a una estimulación de las neuronas POMC. A nivel 

hipotalámico, α-MSH es el producto principal que se obtiene del clivaje 

proteolítico de la prohormona propiomelanocortina (POMC), una proteína de 

31 kDa que se expresa en tejidos como la piel, la pituitaria y algunos órganos 

periféricos, donde da origen a diferentes productos dependiendo de las 

enzimas proteolíticas presentes, por lo que se considera que el producto 

resultante es tejido-especifico (Eskay et al., 1979; Smith & Funder, 1988). 

La proteína POMC se escinde mediante convertasas prohormonales (PC), 

particularmente por PC1/3 y PC2, y por la enzima carboxipeptidasa E (CPE) 

en regiones adyacentes a aminoácidos básicos (Hook & Loh, 1984, p. 0; Pan 

et al., 2005, 2006). De manera que, en las neuronas POMC hipotalámicas, los 

productos obtenidos de la prohormona POMC será γ3-MSH, la hormona 

corticotropina (ACTH), α -MSH, γ-lipotropina (γ -LPH) y β-endorfina (β-

EP) (Cawley et al., 2016; Wardlaw, 2011) (figura 2).  
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La prohormona POMC da origen a diferentes productos debido al clivaje proteolítico 

efectuado por distintas enzimas. Inicialmente, la prohormona convertasa 1/3 (PC1/3) 

escinde secuencialmente a POMC dando origen en primera instancia a Pro-ACTH y β- 

lipotropina (β-LPH); y luego desde Pro-ACTH se obtiene γ-MSH, el péptido de unión (JP) 

y ACTH. Posteriormente actúa la enzima PC2, la cual da origen a γ3-MSH a partir de la 

escisión de γ-MSH; ACTH (1-17) y el péptido intermedio similar a la corticotropina 

(CLIP) a partir de ACTH; así como γ-LPH y β-EP a partir de β-LPH. A continuación, y 

sobre ACTH (1-17), actúa la carboxipeptidasa E (CPE) cuya escisión desde el extremo 

carboxilo permite que la monooxigenasa amidante de peptidil-glicina α (PAM) genere una 

amidación y forme desacetil α-MSH (DA-α-MSH). Finalmente, DA-α-MSH es acetilado 

por la enzima N-acetiltransferasa (N-AT) para producir α-MSH. Representación adaptada 

de (Harno et al., 2018). 

 

FIGURA 2: PROCESAMIENTO DE LA PROHORMONA POMC 
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Como ya se mencionó, α-MSH es liberado desde las neuronas POMC hacia 

neuronas de segundo orden ubicadas en otros núcleos hipotalámicos y extra 

hipotalámicos. El ejemplo más característico de neuronas que reciben 

señalización de α-MSH son neuronas ubicadas en el PVN, las que poseen el 

receptor de melanocortina 4 (MC4R) y favorecen la respuesta anorexigénica.  

Interesantemente, se ha identificado que las neuronas POMC pueden, 

además, tener un comportamiento orexigénico y causar un aumento en la 

ingesta alimenticia cuando aumenta la liberación de β-EP. La producción de 

β-EP está regulada por la activación del receptor de cannabinoide 1 (CB1R), 

presente en las mitocondrias de neuronas POMC, el cual favorece 

selectivamente la producción de β-EP por sobre α-MSH. La acción de β-EP, 

una vez liberado, involucra la estimulación de neuronas de segundo orden 

localizadas en el PVN (Koch et al., 2015). Este mecanismo da cuenta de la 

heterogeneidad existente dentro de la población de neuronas POMC (Quarta 

et al., 2021).  

 

4. Efecto de la obesidad en neuronas hipotalámicas 

Si bien el funcionamiento del sistema de melanocortina está altamente 

coordinado, existe extensa evidencia que demuestra que, frente a patologías 

metabólicas como la obesidad inducida por dieta, ocurre una alteración en su 

funcionamiento. Una de las primeras alteraciones que ocurre a nivel 

hipotalámico durante la obesidad es la generación de inflamación crónica de 

bajo grado. Este proceso inflamatorio ocurre principalmente a nivel del ARC 

y está caracterizado por el aumento de citoquinas proinflamatorias como 
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TNF-α y IL6 y genes marcadores de la vía de señalización NF-κβ (De Souza 

et al., 2005).  Este proceso inflamatorio está acompañado, además, por la 

acumulación de células gliales como microglía y astrocitos que contribuyen 

en el aumento de citoquinas proinflamatorias. En particular, se ha 

identificado que tras el consumo de una dieta rica en grasas saturadas , ocurre 

una activación y acumulación de la microglía, acompañado de un aumento 

en la expresión de citoquinas pro inflamatorias (Thaler et al., 2012; 

Valdearcos et al., 2014). En cuanto a los astrocitos, su aumento ocasiona un 

incremento en la vía de señalización de IKKβ/NF-κB (Douglass et al., 2017; 

Sa et al., 2022; Y. Zhang et al., 2017) 

Este proceso de inflamación causa un daño en la función normal de las 

neuronas hipotalámicas puesto que el aumento de citoquinas proinflamatorias 

promueve la resistencia a insulina y leptina, un fenómeno ampliamente 

identificado en obesidad que consiste en una disminución en la capacidad de 

responder a dichas hormonas, aun cuando la concentración en el plasma y en 

el líquido cefalorraquídeo de estas hormonas se encuentra elevada (Arruda 

et al., 2011; Romanatto et al., 2007). Si bien, todavía no hay completa 

claridad sobre el nexo que existe entre inflamación y resistencia a hormonas, 

se ha propuesto que la activación de la vía de transducción IKKβ/NF-κB a 

nivel hipotalámico promueve la resistencia a insulina y leptina a través de la 

disminución en la activación de PIP3 y STAT3 respectivamente, dos 

intermediarios claves en la transducción de señales de cada hormona  (X. 

Zhang et al., 2008). Por otro lado, se ha identificado que TNF-α induce un 

aumento en la expresión de PTP1B, un regulador negativo de la señalización 
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de ambas hormonas (Banno et al., 2010; White et al., 2009; Zabolotny et al., 

2008).  

Particularmente, en cuanto a la resistencia a leptina, existe evidencia 

sugiriendo que diversos puntos en la vía de señalización podrían verse 

afectados. Por ejemplo, Münzberg y colaboradores identificaron mediante 

inmunohistoquímica que, tras una inyección intraperitoneal de leptina, 

ratones obesos inducidos por el consumo de una dieta compuesta por un 58% 

de grasa durante 16 semanas, sufren una drástica disminución en la señal de 

STAT3 fosforilado (STAT3-p), en comparación con animales que reciben 

una dieta control, lo cual ocurre principalmente en la región donde se ubica 

el ARC. Asimismo, identificaron que este efecto es visible con 4 semanas de 

la dieta alta en grasa, periodo en que, además, ocurre un aumento (a nivel del 

ARC) en los niveles de ARNm del Supresor de la Señalización de Citoquinas 

3 (SOCS3), un inhibidor de la fosforilación de STAT3, que por tanto altera 

la normal señalización de leptina (Münzberg et al., 2004). Por otro lado, la 

investigación de Yang y colaboradores indicó que ratones expuestos a una 

alimentación alta en grasa (60% de grasa) durante 5 semanas muestran un 

aumento en los niveles hipotalámicos de ARNm y proteína del factor de 

transcripción FoxO1. Además, empleando la línea celular HEK-293 con 

expresión estable del receptor de leptina y transfectadas con un constructo 

que contiene el gen de luciferasa bajo el control del promotor Pomc, se 

demostró que un aumento de FoxO1 interfiere en la actividad del promotor 

inducida por leptina, puesto que se une a STAT3 en el núcleo impidiendo su 

interacción con el promotor Pomc, y en consecuencia, altera su capacidad de 

responder a leptina (G. Yang et al., 2009).  En estudios más recientes, 
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adicionalmente, se ha demostrado que la resistencia a la leptina puede ser 

causada por regulación epigenética en esta vía de señalización. 

Interesantemente, se determinó que el hipotálamo de ratas que reciben una 

dieta alta en grasa (60% de grasa) por 10 semanas, sufren hipermetilación del 

promotor de Pomc en sitios que participan en la unión del factor de 

transcripción Sp1, lo que imposibilita su interacción y, en consecuencia, 

reprime la respuesta a la señalización de leptina (figura 3) (Marco et al., 

2013). Esta imposibilidad de responder a la señalización de leptina, se 

explicaría en base a la incapacidad de las neuronas POMC en aumentar la 

expresión de Pomc y, por ende, la secreción de α-MSH (Marco et al., 2013; 

Münzberg et al., 2004). Lo anterior se apoya, además, en que al utilizar un 

análogo de α-MSH (capaz de activar a MC4R) en ratones obesos, la respuesta 

anorexigénica de leptina ocurre con normalidad, evidenciando una 

disminución en la ingesta de alimentos y peso corporal, lo que demuestra que 

el sistema de melanocortina corriente a bajo de las neuronas POMC mantiene 

intacta su capacidad de respuesta y contribuye a la idea de que la resistencia 

a esta hormona se debería particularmente a un defecto en el funcionamiento 

de las neuronas POMC (Enriori et al., 2007; Pierroz et al., 2002).  
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El desarrollo de obesidad conlleva a la generación de resistencia a leptina en células del 

hipotálamo. (A) En condiciones normales, la leptina se une a su receptor de membrana, lo 

que ocasiona la fosforilación y posterior translocación al núcleo del factor de transcripción 

STAT3. Una vez en el núcleo, STAT3 interacciona con el promotor de Pomc, y estimula 

su expresión génica. (B) Una célula resistente a leptina es incapaz de responder a esta 

hormona, lo cual puede deberse a una serie de mecanismos regulatorios tales como: i. El 

consumo de dieta alta en grasa causa un aumento de SOCS3, lo que inhibe la fosforilación 

de STAT3, por lo que no puede translocar al núcleo y ejercer su función como factor de 

transcripción (Münzberg et al., 2004). ii. El aumento en la expresión de FoxO1, causado 

por una dieta alta en grasa, bloquea la unión de STAT3 fosforilado con el promotor de 

Pomc, alterando la actividad del promotor (G. Yang et al., 2009). iii. Dietas ricas en grasa 

inducen una hipermetilación del promotor Pomc que bloquea la interacción con el factor 

de transcripción Sp1, y en consecuencia, genera un silenciamiento de la respuesta a leptina 

(Marco et al., 2013).   

 

Otra alteración evidenciada por neuronas hipotalámicas tras la 

generación de obesidad inducida por dieta es el aumento del estrés del 

FIGURA 3: MECANISMOS MOLECULARES PROPUESTOS DE RESISTENCIA A 

LEPTINA EN NEURONAS HIPOTALÁMICAS. 
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retículo endoplasmático (RE), un efecto que contribuye tanto con la 

mantención de neuroinflamación como con la resistencia de leptina e insulina  

(Cnop et al., 2012; Williams et al., 2014; X. Zhang et al., 2008). En ese 

contexto, se ha determinado que el hipotálamo de ratones obesos inducidos 

por una dieta alta en grasa presenta mayor nivel de fosforilación, y por ende 

activación, de PERK e IRE1, dos proteínas del RE que de manera 

independiente actúan como transductores del estrés del RE. Además, se ha 

observado que la inducción de estrés del RE en el hipotálamo de ratones 

controles, provoca una pérdida en la sensibilidad a leptina, puesto que la 

inyección intraperitoneal de esta hormona no logra incrementar los niveles 

de fosforilación de STAT3, así como tampoco logra disminuir la ingesta 

alimentaria (Ozcan et al., 2009).  

Por otro lado, un proceso de degradación celular que permite mantener 

un balance entre la síntesis, degradación y subsecuente reciclaje de 

componentes celulares, es la autofagia. Este es un proceso catabólico 

altamente activo a nivel hipotalámico en condiciones fisiológicas (Klionsky, 

2007) que, sin embargo, se ve disminuido tras el desarrollo de la obesidad 

inducida por dieta (Coupé et al., 2012; Meng & Cai, 2011). En particular, 

Coupé y cols. (2012) utilizando un modelo transgénico knock-out para el 

marcador de autofagia Atg7 en células Pomc:Cre, identificaron que la 

disminución en la autofagia en estas células causa un aumento del peso 

corporal, de los depósitos de grasa epididimaria y retroperitoneal y disminuye 

la sensibilidad a leptina, lo que da indicios de que la integridad de la autofagia 

cumple un rol importante en el funcionamiento de las neuronas POMC. Sin 

embargo, es necesario tener precaución sobre la especificidad celular de este 
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modelo, puesto que se ha evidenciado que en etapas tempranas del desarrollo 

Pomc se expresa en diferentes tipos celulares permitiendo la acción de la 

recombinasa Cre, por lo que la deleción de Atg7 pudo no haber ocurrido 

únicamente en neuronas POMC y, en consecuencia, los efectos identificados 

en esta investigación pueden no ser específicos de esta población neuronal 

(Padilla et al., 2012).  

Entre las alteraciones que se han evidenciado con la obesidad inducida 

por dieta, se encuentra también un incremento de la apoptosis a nivel 

hipotalámico, puesto que se determinó que ratas tratadas con una dieta 

compuesta por un 55% de grasa durante 8 semanas, muestran un aumento 

significativo en la expresión proteica de marcadores pro-apoptóticos tales 

como Bax, caspasa 8 y caspasa 9 (Moraes et al., 2009). Es posible que este 

aumento en apoptosis sea la causa de la pérdida del 25% en el número de 

neuronas POMC, evidenciado en la investigación de Thaler y cols (2012) tras 

el consumo de una  dieta alta en grasa por 8 semanas (Thaler et al., 2012), no 

obstante, todavía debe confirmarse que el aumento de apoptosis afecte en 

específico a las neuronas POMC.    

Es importante considerar que, debido a limitaciones técnicas, la 

mayoría de las alteraciones previamente descritas, que ocurren durante la 

obesidad inducida por dieta, han sido establecidas a partir del análisis del 

tejido hipotalámico completo, sin tomar en cuenta la complejidad celular de 

este tejido, por lo que, si bien permite hipotetizar ciertos efectos, no reflejan 

de forma certera lo que ocurre en neuronas POMC. Con el fin de aportar en 

el estudio de los efectos específicos en neuronas POMC, Lyu y cols (2020) 

desarrollaron por primera vez, un análisis de ARN-seq a partir de neuronas 
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POMC purificadas desde ratones expuestos a una dieta alta en grasa (60% de 

grasa), encontrando que tras 8 semanas de esta dieta ocurre una profunda 

modulación transcripcional. Esta modulación transcripcional está 

caracterizada por 628 genes cuya expresión génica se encuentra aumentada y 

438 que disminuyen su expresión de manera significativa en comparación a 

animales con dieta control. Estos genes están asociados especialmente a vías 

de señalización de apoptosis, ciclo celular, genes blanco de E2F, 

metabolismo de lípidos y señalización de quimioquinas, cuyo cambio en la 

expresión génica fue validada mediante qRT-PCR. A partir de estos 

resultados ellos proponen que la dieta alta en grasa induce una acumulación 

de esfingolípidos, lo que en conjunto con la activación en la señalización de 

quimioquinas favorece procesos inflamatorios que alteran el microambiente 

de las neuronas POMC; luego de lo cual ocurre una inactivación de la 

proteína retinoblastoma que permite la desregulación de la actividad 

transcripcional de E2F, culminando en una entrada aberrante al ciclo celular 

y posterior apoptosis de las neuronas POMC (Lyu et al., 2020). No obstante, 

el proceso de purificación de las neuronas POMC, se basó en la utilización 

del transgénico Pomc-Cre; ROSA-tdTomato, que genera una marca 

fluorescente en aquellas células que expresan la recombinasa Cre, que se 

encuentra bajo el control del promotor Pomc; como se mencionó 

anteriormente, el modelo Pomc-Cre tiene la desventaja de marcar otros tipos 

celulares, por lo que es posible que la expresión diferencial de ciertos genes 

no sea especifica de las neuronas POMC. 
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5. Modificaciones epigenéticas  

Considerando que los casos de obesidad originados por mutación en 

un único gen representan alrededor del 5% de los casos totales, mientras que 

la mayoría restante, ocurren como consecuencia de la interacción poligénica 

con el ambiente (Akiyama et al., 2017; Bell et al., 2005), se ha sugerido que 

los estilos de vida contemporáneos tales como dietas calóricas y la falta de 

ejercicio, pueden gatillar cambios epigenéticos que causan desregulación del 

balance energético y, por lo tanto, contribuyen al desarrollo de obesidad. De 

este modo, las modificaciones epigenéticas permiten ejemplificar cómo un 

cambio externo puede afectar la dinámica de expresión génica. La definición 

actual de epigenética es “fenotipo hereditario estable resultante de cambios 

en un cromosoma sin alteraciones en la secuencia de ADN” (Berger et al., 

2009), que hace referencia a cambios que modifican el potencial 

transcripcional de una célula, que a su vez puede conducir a cambios en la 

función celular de una manera independiente a la secuencia de ADN y que, 

además, pueden ser reversibles y heredables (Goni et al., 2015). Inicialmente 

se creía que las modificaciones epigenéticas ocurrían únicamente en periodos 

tempranos del desarrollo, no obstante, actualmente se ha demostrado que 

continúan en un proceso activo durante la vida adulta regulando procesos 

adaptativos como, por ejemplo, la exposición a un ambiente con alto 

contenido calórico (Benite-Ribeiro et al., 2016; Roth, 2012). Clásicamente, 

se han definido 3 diferentes tipos de modificaciones epigenéticas que son, la 

metilación de ADN, modificación covalente de histonas y la regulación 

ejercida por ARN no codificantes. En esta ocasión, la atención estará sobre 

la metilación del ADN, una de las modificaciones epigenéticas más 

estudiadas en relación con la obesidad hipotalámica.  
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5.1 Rol de la metilación de ADN en la regulación transcripcional  

La metilación del ADN consiste en la adición covalente de un grupo 

metilo en la posición 5 de un nucleótido de citosina, que en mamíferos ocurre 

principalmente en citosinas que están seguidas de una guanina, denominado 

dinucleótido CpG, los cuales son poco frecuentes en la mayoría de los 

eucariontes y representan cerca del 0.9-1% del genoma de humano y ratón 

(Al Adhami et al., 2022; de Sena Brandine & Smith, 2021). Estos 

dinucleótidos, tienden a agruparse para formar las denominadas islas CpG, 

que se caracterizan por tener un alto contenido de CpG (aproximadamente 10 

veces más frecuente que el resto del genoma) y poseer una longitud entre 200 

y 1000 pares de bases (Gu et al., 2011; Meissner et al., 2008). 

El efecto de la metilación del ADN sobre las islas CpG, se asocia 

clásicamente con una represión de la expresión génica, lo cual puede ocurrir 

a través de dos mecanismos. En primer lugar, el grupo metilo genera un 

impedimento estérico que bloquea la unión de factores de transcripción; en 

este contexto se ha determinado que un único grupo metilo en una región de 

6 pb es suficiente para impactar en el acceso de un factor de transcripción 

(Tate & Bird, 1993; Watt & Molloy, 1988). Otro mecanismo, por el cual la 

metilación del ADN inhibe la expresión es a través de la unión de proteínas 

con el dominio de unión a metil-CpG (también conocido como dominio 

MBD, por sus siglas en inglés) las cuales reclutan complejos remodeladores 

de cromatina junto con  enzimas modificadoras de histonas, generando así su 

compactación y consecuente silenciamiento (Bird & Wolffe, 1999; 

Hashimshony et al., 2003). Además, se ha identificado una correlación 

inversa entre la metilación del ADN y la trimetilación de la histona 3 en la 
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lisina 4 (H3K4me3), una marca ampliamente definida como activadora de la 

transcripción (Balasubramanian et al., 2012). De este modo se ha identificado 

una evidente relación entre la metilación del ADN, la compactación de la 

cromatina y por ende la expresión génica. Por lo mismo, y tal como ocurre 

con la expresión génica, los patrones de metilación de ADN varían entre 

distintas poblaciones celulares, otorgándole un carácter célula-específico 

(Liu et al., 2016). No obstante, investigaciones realizadas el último tiempo 

han ampliado esta visión, identificando que es posible que un aumento en la 

metilación se relacione con un aumento en la expresión génica, lo cual se 

fundamenta en que factores de transcripción son capaces de unirse al ADN 

aun en presencia de grupos metilos (de Mendoza et al., 2022; Hu et al., 2013).  

La metilación del ADN es un proceso dinámico ya que, mediante procesos 

enzimáticos, se puede adicionar o eliminar un grupo metilo. En particular la 

adición de un grupo metilo es llevado a cabo por enzimas de la familia de las 

metiltransferasas, entre las cuales están aquellas encargadas de adicionar un 

grupo metilo de novo, como DNMT3a y DNMT3b; y aquellas encargadas de 

la mantención de la metilación durante cada ciclo replicativo como 

DNMT1(Hermann et al., 2004; Okano et al., 1999). Estas enzimas utilizan 

como sustrato un grupo metilo proveniente de la conversión de S-adenosil 

metionina (SAM) a S-adenosil homocisteína (SAH), ambos componentes del 

ciclo de la metionina que está influenciado por la presencia de nutrientes y 

vitaminas como folato, B12, B6 y colina (Friso et al., 2017; Mentch & 

Locasale, 2016). La eliminación de la metilación, en cambio, puede ocurrir 

de manera pasiva, mediante una ausencia de la mantención de metilación 

durante la replicación de ADN, así como también pueden eliminarse grupos 
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metilo por un mecanismo activo que requiere la participación de la familia 

de enzimas TET, dioxigenasas capaces de oxidar 5-metilcitosina (5-mC) a 5-

hidroximetilcitosina (5-hmC) (Ambrosi et al., 2017; Bochtler et al., 2017; 

Iyer et al., 2009; Tahiliani et al., 2009).  

Cabe mencionar que las islas CpG (principal sitio donde ocurre la metilación 

del ADN) pueden encontrarse en regiones regulatorias como promotores, 

pero también es posible encontrarlas en regiones inter e intragénicas, donde 

reciben el nombre de islas CpG huérfanas (Illingworth et al., 2010; Jones, 

1999). Las regiones promotoras incluyen cerca del 60% del total de islas CpG 

en ratones, por lo que ha sido ampliamente estudiado el efecto que tiene la 

metilación sobre la expresión génica y ha permitido establecer que un 

aumento en la metilación de regiones promotoras conlleva a una disminución 

en la expresión del respectivo gen. Tal como se mencionó anteriormente, este 

fenómeno se debe a la incapacidad de establecer la maquinaria de la 

transcripción, ya sea por un impedimento estérico o por compactación de la 

cromatina (Al Adhami et al., 2022; Venolia & Gartler, 1983). 

En cuanto a la metilación del ADN en islas CpG huérfanas, su estudio es 

bastante reciente y se ha identificado que son más propensas a encontrarse 

metiladas y además presentan un patrón de metilación tejido especifico 

(Deaton et al., 2011; Illingworth et al., 2010). Si bien aún no existe total 

claridad de su rol, se ha sugerido que la metilación del ADN en estas regiones 

favorecería la expresión génica, debido a su capacidad de silenciar 

promotores alternativos, para mantener la eficiencia de la transcripción de su 

respectivo gen (Maunakea et al., 2010; X. Yang et al., 2014). Además, se ha 
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postulado que pueden regular los procesos de splicing alternativo (Cain et al., 

2022; Nanavaty et al., 2020; Shukla et al., 2011). 

Para estudiar el estado de metilación del ADN a escala genómica (también 

conocido como metiloma), es común utilizar la secuenciación de bisulfito 

(BS-seq). Esta técnica se basa en el tratamiento del ADN con bisulfito, que 

conduce a la transformación de citosinas no metiladas en uracilo, a través de 

un proceso que incluye una reacción de sulfonación, deaminación hidrolítica 

y desulfonación (figura 4). Los uracilos resultantes, por medio de un proceso 

de amplificación, son posteriormente transformados a timina, lo que permite 

hacer la distinción entre citosinas metiladas y no metiladas (Cokus et al., 

2008; Frommer et al., 1992). La secuenciación con bisulfito puede aplicarse 

a todo el genoma a resolución de un único nucleótido (técnica conocida como 

Whole genome bisulfite sequencing, WGBS por sus siglas en inglés) sin 

embargo, esta técnica resulta bastante costosa en términos de secuenciación 

(Lister et al., 2009). Como solución, y teniendo en consideración que las islas 

CpG constituyen un pequeño porcentaje del genoma, se han desarrollado 

estrategias como la Secuenciación de bisulfito de representación reducida 

(RRBS por sus siglas en inglés), que tiene la cualidad de enriquecer la 

secuenciación de regiones ricas en CpG, debido a que incluye la utilización 

de la enzima de restricción MspI que reconoce y corta sitios CCGG (Gu et al., 

2011; Meissner et al., 2005, 2008). De esta manera, la técnica RRBS tiene la 

ventaja de entregar resultados a resolución de un único nucleótido con una 

alta eficiencia y un bajo costo.   
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(A) Mediante una reacción de sulfonación, la citosina es capaz de reaccionar con el 

bisulfito y dar origen a una citosina sulfonada. A continuación, la citosina sulfonada sufre 

una desaminación hidrolítica que da lugar uracilo sulfonado. El uracilo sulfonado, 

posteriormente, se transforma en uracilo mediante una reacción de desulfonación.  (B) El 

grupo metilo de la 5-metilcitosina impide la reacción del bisulfito.  

 

5.2 Metilación de ADN en neuronas POMC 

Dado que la regulación ejercida por la metilación del ADN es estable 

en el tiempo, fue considerada por mucho tiempo como un proceso exclusivo 

de etapas tempranas del desarrollo como por ejemplo en la inactivación del 

cromosoma X. No obstante, en la actualidad es aceptado que la metilación 

del ADN es un proceso dinámico que se mantiene en la vida adulta, que puede 

ser modificado durante distintas enfermedades y regulado por condiciones 

ambientales, como el tipo de dieta (Alegría-Torres et al., 2011; Mattocks 

et al., 2017). Lo anterior parece ser particularmente importante a nivel 

cerebral, donde neuronas post-mitóticas muestran una elevada expresión de 

DNMT1 y DNMT3a, mientras que su ausencia causa alteraciones en la 

plasticidad neuronal (Feng et al., 2010). Además de la metilación del ADN 

FIGURA 4: REACCIÓN  DE CONVERSIÓN DEL BISULFITO 
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(5-mC), la hidroximetilación (5-hmC) también parece cumplir un rol 

importante en el sistema nervioso central, puesto que se encuentra 

particularmente enriquecido en este tejido, donde es capaz de interactuar con 

proteínas de la familia MBD y, al parecer, ejercería una función estimuladora 

de la expresión génica (Globisch et al., 2010; Shen et al., 2020). 

En relación con el control de la homeostasis energética a nivel hipotalámico, 

existen diferentes investigaciones que han permitido establecer que la 

metilación del ADN juega un rol importante en su regulación. Evidencia de 

ello fue obtenida al observar que animales transgénicos que carecen de 

DNMT3a en neuronas Sim1 del núcleo paraventricular desarrollan obesidad, 

hiperfagia, disminución del gasto energético y niveles plasmáticos elevados 

de leptina e insulina (Kohno et al., 2014). 

Adicionalmente, el tipo de dieta ingerida puede modificar el estado de 

metilación de diferentes genes durante la vida adulta. Por ejemplo, ratones 

que reciben una dieta de cafetería (rica en grasa y azúcares) muestran una 

variación en la expresión de neuropéptidos hipotalámicos, particularmente, 

se evidencia un aumento en la expresión de Pomc en el núcleo arqueado y de 

Npy en el núcleo paraventricular. Estos cambios en la expresión génica están 

acompañados, además, por una disminución en la metilación del promotor de 

ambos genes (Lazzarino et al., 2017). Por otro lado, y tal como se mencionó 

anteriormente, un estudio realizado por Marco y cols. (2013) mostró que ratas 

alimentadas con una dieta alta en grasa tienen mayores niveles plasmáticos 

de leptina e insulina en relación con ratas alimentadas con dieta control como 

cabía esperar, sin embargo, no hay variación en los niveles de expresión de 

Pomc a nivel hipotalámico. Junto con esto, se observó que la región 
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promotora de Pomc se encuentra hipermetilada en sitios particularmente 

relevantes para la unión del factor de transcripción Sp1 (Marco et al., 2013). 

En otra investigación desarrollada en ratones se identificó que, tras una 

inflamación aguda, la subunidad RELA del NF-κβ es capaz de unirse a la 

región promotora de Pomc y promover su transcripción, sin embargo, con 

una inflamación crónica inducida por el consumo de una dieta alta en grasas 

por 20 semanas ocurre un aumento significativo en el estado de metilación 

del promotor Pomc, específicamente en una citosina que participa en la unión 

con RELA, impidiendo que esta pueda activar la transcripción de Pomc (Shi 

et al., 2013).  

Estos hallazgos hacen sugerir que la modificación en el nivel de metilación 

y el consecuente cambio en la expresión génica inducido por la dieta, podría 

extenderse a otros genes y con ello contribuir en el fenotipo que muestran las 

neuronas POMC durante la obesidad. Lo anterior, sumado a la escasa 

información que se tiene sobre las alteraciones que afectan específicamente 

a las neuronas POMC durante el desarrollo de obesidad, así como el carácter 

célula-específico de la metilación del ADN, junto con la ausencia hasta la 

fecha de estudios que hayan explorado la metilación del ADN a escala 

genómica en esta población celular purificada, es que el presente trabajo 

busca analizar modificaciones en el metiloma que puedan ocurrir 

específicamente en las neuronas POMC y que contribuyan al desarrollo y 

mantención del fenotipo que exhiben estas células durante la obesidad 

inducida por dieta.  
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II. HIPOTESIS  

Estudios previos, en individuos que sufren obesidad, han demostrado 

diversas alteraciones en el normal funcionamiento de las neuronas 

hipotalámicas POMC, por lo que su capacidad de inhibir el apetito se 

encuentra afectada. 

Entre estas alteraciones se evidencia un aumento de procesos 

neuroinflamatorios, resistencia a hormonas y estrés del retículo 

endoplasmático; disminución de la autofagia, pérdida del cilio primario, 

disminución de la excitabilidad neuronal y cambios en la dinámica de 

expresión génica. 

Un mecanismo molecular que podría estar involucrado en el desarrollo y/o 

mantención de estas alteraciones es la metilación del ADN, puesto que tiene 

la capacidad de regular la expresión génica y está fuertemente influenciada 

por factores ambientales como la exposición a dietas calóricas. 

En vista de lo anterior, surge la interrogante ¿Es la obesidad inducida por una 

dieta alta en grasa capaz de generar cambios en el metiloma y en 

transcriptoma de las neuronas POMC? Frente a lo cual se propone la 

siguiente hipótesis: 

La obesidad inducida por una dieta alta en grasas induce dinámicas de 

metilación y expresión de neuronas POMC en genes implicados en el 

desarrollo de obesidad. 
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III. OBJETIVOS 

Objetivo General:  

Analizar la modulación en el metiloma de las neuronas POMC producto de 

la obesidad inducida por dieta.  

 

Objetivos específicos:  

1. Caracterizar el metiloma de neuronas POMC obtenidas desde ratones 

obesos inducidos por dieta y ratones controles. 

2. Relacionar los cambios en el metiloma de las neuronas POMC con los 

cambios en el transcriptoma de neuronas POMC de ratones sometidos 

al mismo tratamiento.  
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS   

1. Aprobación bioética del diseño experimental y manejo de animales 

Los procedimientos que involucran trabajo con animales fueron revisados y 

aprobados por el comité de Bioética y Bioseguridad de la Vicerrectoría de 

Investigación y Desarrollo de la Universidad de Concepción y por el comité 

de Bioética de la Facultad de Ciencias Biológicas (CEBB 531-2019, en el 

marco del proyecto FONDECYT de Iniciación N°11190401). Los animales 

fueron mantenidos en el bioterio de la Facultad de Ciencias Biológicas, 

Centro Regional de Estudios Avanzados para la Vida (CREAV), siguiendo 

las directrices del Instituto Nacional de Salud para el cuidado y uso de los 

animales, y con una revisión permanente de los aspectos físicos y 

conductuales de los animales por parte de profesionales veterinarios. 

Además, los animales se alojaron en grupos de 3 a 5 animales por jaula, a una 

temperatura promedio de 22 ± 2°C, con un ciclo de 12 horas luz/oscuridad y 

con agua y comida ad libitum. 

2. Generación de animales obesos inducidos por una dieta alta en grasas.  

Se utilizó la línea transgénica de ratones C57BL/6J-Tg(Pomc-EGFP)1Low/J 

(JAX cepa #009593) (Cowley et al., 2001). A las 8 semanas de edad, 44 

machos fueron divididos en dos grupos. El grupo control (CD) que recibió 

una dieta control (D5053, LabDiet) y el grupo experimental recibió una dieta 

alta en grasa saturada (HFD, 60% grasa, D12492, Research Diet) (figura 5). 

La composición en kcal de la dieta alta en grasa es: 20% proteína, 20% 

carbohidratos y 60% de grasa. Esta intervención alimentaria tuvo una 

duración de 11 semanas, periodo durante el cual se midió semanalmente el 

peso corporal y se calculó la ganancia de peso; definida como la diferencia 
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entre el peso corporal de cada semana versus el peso corporal al inicio de la 

intervención alimentaria. Asimismo, tres días a la semana se midió la ingesta 

de alimento por jaula.  Los gramos de alimento medidos luego fueron 

transformados a kcal, para lo cual se consideró una equivalencia de 3.1 kcal/g 

para la dieta control y 5.2 kcal/g para la dieta alta en grasa (LabDiet, 2023; 

Research Diets, Inc., 2023). Asumiendo que todos los animales consumen 

cantidades similares de alimento se calculó la ingesta calórica diaria por 

animal. 

 

 

 

 

 

 

 

Ratones de 8 semanas de edad fueron divididos en 2 grupos, CD y HFD. A continuación, 

y por 11 semanas, el grupo HFD recibió una dieta alta en grasa, mientras que el grupo CD 

continuo con la dieta control, ambas ad libitum. Durante este periodo se midió 

semanalmente del peso corporal e ingesta alimentaria. 

 

2.1 Medición de glicemia y perfil lipídico  

A fin de evaluar cambios en la glicemia asociados con el tratamiento de la 

dieta alta en grasa, se midió la concentración de glucosa en sangre al 

momento de ingresar al experimento y luego de las 11 semanas de la 

FIGURA 5. DISEÑO EXPERIMENTAL PARA GENERAR ANIMALES OBESOS 

INDUCIDOS POR DIETA HFD 
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intervención dietaría. Para esto, los animales fueron sometidos a un ayuno 

nocturno de 12 horas y se realizó una punción a la vena caudal de la cola para 

extraer sangre y medir glicemia con un glucómetro Accu-chek Guide 

(Roche). Junto con la medición de glicemia, se colectó muestra sanguínea la 

cual se mantuvo con heparina (20UI por mL de sangre) para evitar su 

coagulación y se centrifugó a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C. De esta manera 

se aisló el plasma y se almacenó a -80°C para análisis posteriores.  

Desde las muestras de plasma, se realizó un perfil lipídico, mediante 

espectrofotometría, para determinar las concentraciones plasmáticas de 

colesterol total, triglicéridos y HDL. A partir de estos 3 valores se calculó la 

concentración plasmática de LDL, siguiendo la fórmula de Friedewald 

(Friedewald et al., 1972). Estas mediciones fueron realizadas como servicio 

externo en el laboratorio clínico a cargo del Dr. Luis Briceño. 

Cabe señalar que tanto la medición de glicemia al inicio del experimento, 

como la medición del perfil lipídico se realizó sobre un subgrupo aleatorio 

del total de animales.  

 

3. Purificación de neuronas POMC por medio de la técnica FACS 

Una vez terminado el periodo de 11 semanas, los animales fueron 

anestesiados en una cámara de inhalación con un flujo constante de 

isofluorano (1mg/ml, 4% de isofluorano) para luego ser sacrificados por 

dislocación cervical y decapitación.  Posteriormente, se extrajo el cerebro 

completo, se mantuvo en solución salina tamponada con fosfato de Dulbecco 

(DPBS 1X, Gibco) y se microdisectó la región hipotalámica medio basal bajo 
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lupa de epifluorescencia (Olympus MVX10) en base a la fluorescencia 

emitida por el transgén POMC:eGFP. Dado que disgregar neuronas 

hipotalámicas de ratones adultos manteniendo la viabilidad celular es un 

proceso complejo, fue necesario estandarizar un protocolo eficiente para esta 

tarea (figura 6). Para ello se utilizó una mezcla enzimática de papaína (50 

U/mL, Sigma, USA) y tripsina (0.12%, Sigma, USA). La solución enzimática 

fue preparada en tampón HBSS con rojo fenol (Gibco), EDTA 100mM, L-

cisteína 99.9% %p/p y trehalosa 50% %p/v a pH 7 (regulado con NaOH). Se 

utilizaron 300µL de la solución enzimática para un conjunto de 3-5 

hipotálamos por muestra y fueron incubados por 10 minutos a 37°C. Luego, 

se adicionaron 2 µL de DNAse I (1 U/µl, Invitrogen) y se realizó una 

disgregación mecánica con una micropipeta p1000, para ser incubados 

nuevamente a 37°C por 5 minutos. Posteriormente, se continuó con la 

disgregación mecánica con una micropipeta p200 con punta abierta (se 

considera una punta abierta porque se cortó aproximadamente 1mm desde el 

extremo de la punta), seguido de suspensiones con una micropipeta p200 sin 

cortar, hasta no tener tejido visible. Una vez que todo el tejido fue disgregado, 

se adicionó 500µL de una solución de detención (10% de suero bovino fetal 

(SBF), trehalosa 50% %p/v, HBSS con rojo fenol y NaOH 10% para 

mantener un pH = 7) para disminuir la actividad de las enzimas proteolíticas. 

La suspensión celular fue, posteriormente, filtrada a través de un filtro celular 

de 70µm y centrifugada a 700g por 10 minutos a 4°C.  El sobrenadante fue 

descartado y el pellet se resuspendió en 500 µL de una solución FACS que 

contiene DPBS suplementado con BSA al 0.5%, trehalosa 50% p/v, EDTA 

100mM y DNAse I (1 U/μl, Invitrogen). Finalmente, la suspensión celular 

fue nuevamente filtrada con un filtro de 70µm en un tubo de 1.5mL de baja 
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retención (Cat. 72.706.700, Sarstedt). Este procedimiento se realizó de 

manera paralela con una muestra obtenida de un animal no transgénico, que 

actuó como control negativo para establecer el umbral de fluorescencia basal 

del citómetro. 

La suspensión contiendo las células disgregadas (tanto del control negativo 

como de la muestra POMC:eGFP) fue sometida a una selección de células 

activada por fluorescencia (FACS, del inglés fluorescence-activating cell 

sorting). El FACS se llevó a cabo en el centro de microscopia avanzada 

(CMA, Universidad de Concepción) utilizando el equipo FACS Aria-III, BD 

Biosciences e identificando la señal de GFP con el detector FITC. La 

clasificación de células se estableció en modo enriquecimiento y de manera 

jerárquica, a partir de la relación entre forward scatter (FSC) y side scatter 

(SSC) que reflejan el tamaño y granularidad celular, respectivamente. Luego 

se estableció la eliminación de dobletes a partir de la relación entre side 

scatter area (SSC-A) y side scatter height (SSC-H). Adicionalmente, y a 

partir del control negativo se definió un valor umbral de intensidad de FITC 

para delimitar cuando un evento se considera positivo. Este parámetro se 

define en cada ensayo a partir del control negativo y en promedio se definió 

alrededor del valor 103 unidades arbitrarias de fluorescencia.  

Los eventos positivos fueron recolectados en un tubo de 1.5mL de baja 

retención (Cat. 72.706.700, Sarstedt) que contenía tampón de lisis, proteinasa 

K y carrier de ARN del kit QIAamp® DNA Micro kit (Cat. 56304, Qiagen). 
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A partir del cerebro completo de animales transgénicos POMC:eGFP se microdisectó la 

región hipotalámica medio basal. Este tejido se sumergió en 300 µL de una solución 

enzimática de Papaína y Tripsina y se incubó por 10 minutos a 37°C. Pasado este tiempo, 

se adicionaron 2 µL de DNAse I y se realizó una disgregación mecánica con una 

micropipeta p1000, luego de lo cual fue nuevamente incubado por 5 minutos a 37°C. 

Posterior a la incubación se prosiguió con la disgregación mecánica, esta vez, utilizado 

una micropipeta p200 con la punta abierta y luego con una cerrada, hasta que no haya 

tejido visible. Luego, se adicionaron 500 µL de una solución de detención, que disminuye 

la reacción de las enzimas proteolíticas, se filtró a mediante un filtro celular de 70 µm y 

se centrifugó a 700g por 10 minutos a 4°C. El pellet resultante se resuspendió en 400 µL 

de una solución FACS y se realizó un segundo proceso de filtración, con un filtro celular 

de 70 µm. Finalmente, la suspensión celular fue sometida a FACS a fin de purificar las 

células GFP.  

FIGURA 6: PROTOCOLO DE DISGREGACIÓN DE CÉLULAS HIPOTALÁMICAS 
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4. Extracción y medición de concentración de ADN genómico  

A partir de las células GFP positivas previamente sorteadas, se procedió a 

extraer el ADN genómico con el kit QIAamp® DNA Micro (Cat. 56304, 

Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante, con una elución final de 

20 µL. Posteriormente, se cuantificó la concentración de ADN genómico con 

el equipo Qubit Fluorometer4 y el kit Qubit dsDNA HS Assay (Cat. Q32851, 

Thermo Fisher), que cuantifica en base a la fluorescencia emitida por un 

colorante que se une selectivamente al ADN doble hebra. Esta última 

medición se realizó en Melisa Institute (San Pedro de la Paz, Concepción, 

Chile). Debido a que se obtuvieron bajos valores de concentración para 

muestras individuales, se decidió mezclar dos o más muestras hasta alcanzar 

una cantidad mínima de 15ng de ADN genómico.  

5. Secuenciación del metiloma de neuronas POMC 

Hacer compatible la muestra en estudio con la plataforma de secuenciación, 

se conoce como preparación de librería, proceso que tiene como base la 

ligación de adaptadores para permitir la unión de la muestra a la celda de 

flujo del equipo de secuenciación. Para llevar a cabo este procedimiento se 

utilizó el kit Zymo-Seq RRBS™ Library Kit (D5460, Zymo Research), para 

2 muestras de la condición CD y 2 muestras de la condición HFD. Cada 

muestra contenía aproximadamente 15 ng de ADN genómico los cuales 

fueron digeridos con la enzima de restricción Msp1. Luego, se realizó la 

ligación de adaptadores y reparación de las hebras por medio de la 

incorporación de nucleótidos. Posteriormente, se realizó la conversión con 

bisulfito y finalmente una amplificación por PCR de la librería incorporando 

un index en un extremo de cada fragmento. Un index es una secuencia de 
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oligonucleótidos que actúan como adaptadores en el proceso de 

secuenciación y que son propiedad intelectual de Illumina Inc. La 

amplificación por PCR incluyó 15 ciclos, que es el número recomendado por 

el fabricante en base a la cantidad de ADN genómico con la cual se comenzó. 

Cabe mencionar que las secuencias index permiten diferenciar cada una de 

las 7 muestras durante el proceso de secuenciación, por lo que es necesario 

utilizar un index diferente en cada muestra. El index utilizado para cada 

muestra en la tabla 1.  

TABLA 1. SET DE INDEX UTILIZADOS PARA CADA MUESTRA 

Muestra Index primer set Secuencia 

CD 1 Index F CTTGTA 

CD 2 Index G ATCACG 

HFD 1 Index I ACTTGA 

HFD 2 Index J GATCAG 

 

Posteriormente, se realizó una electroforesis capilar con el fin de determinar 

la distribución de tamaño de los fragmentos que componen la librería, puesto 

que la exposición a un campo eléctrico genera una migración diferencial que 

es proporcional al tamaño de cada fragmento. Para ello se utilizó el kit High 

Sensitivity Kilo Base Cartridge Kit (C105253, Bioptic) y el equipo Qsep100 

(Bioptic) en Melisa Institute (San Pedro de la Paz, Concepción, Chile). 

Además, se cuantificó la concentración por Qubit y se realizó una estimación 

de la concentración molar de las librerías utilizando la siguiente formula: 
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𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (𝑛𝑀) =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛(𝑛𝑔/µ𝐿) 

660 𝑥 𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒𝑟𝑖𝑎 (𝑏𝑝)
𝑥 106 

Formula N° 1: Cálculo de concentración molar 

Finalmente, la secuenciación se realizó por medio de un servicio externo 

utilizando un secuenciador Illumina NovaSEQ 6000, en el centro de 

investigación GIGA (Universidad de Liege, Bélgica), en modo paired-end y 

con una profundidad de 30 millones de secuencias por librería. 

6. Análisis bioinformático, control de calidad de los datos 

Los datos crudos, obtenidos desde la secuenciación, fueron sometidos a un 

análisis de calidad mediante el programa FastQC (v0.11.9) (Andrews, 2010) 

(Anexo 1).  Se examinó la calidad de secuenciación por cada base (valor 

phred), la proporción de bases a lo largo de la secuencia, la contaminación de 

adaptadores y la longitud de las secuencias. Cabe considerar que el valor 

phred es una métrica de la calidad con que se identificó cada base, que se 

define como la probabilidad logarítmica de que una base sea mal identificada 

por el secuenciador; cuando se alcanza un valor phred de 30, la probabilidad 

de que la identificación sea incorrecta es de 1 en 1000 y por tanto la exactitud 

es de 99,9% (Ewing & Green, 1998).  

En base a los resultados de calidad, se realizó un procesamiento de los datos 

con el programa TrimGalore (v0.6.7) (Krueger, 2016) para remover bases en 

los extremos con calidad phred inferior a 24, bases no determinadas (N),  

adaptadores y los nucleótidos incorporados en la reparación de las hebras 

durante la preparación de la librería. Asimismo, se eliminaron las secuencias 

que tenían una longitud menor a 50 pares de bases. Una vez realizado el 
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procesamiento, se evaluó nuevamente la calidad de los datos con el programa 

FastQC (Anexo 2). 

Como análisis adicional para evaluar la calidad de los datos y corroborar que 

provengan de muestras de ratón, se realizó un alineamiento de las secuencias 

al genoma de 8 organismos modelos: H. sapiens, M. musculus, R. norvegicus, 

D. melanogaster, C. elegans, S. cerevisiae, A. thaliana y E. coli. Para esto se 

utilizó el programa FastQ-Screen (v0.15.1) (Wingett, 2011) con la 

configuración --bisulfite para indicar que las secuencias fueron tratadas con 

bisulfito. Cabe señalar que los index de los organismos modelos fueron 

descargados directamente por FastQ-Screen desde el sitio web de Babraham 

Bioinformatics con el comando --get_genomes (Anexo 3).  

6.2 Alineamiento al genoma de referencia e identificación del estado de 

metilación 

Con el objeto de identificar desde qué región genómica proviene cada una de 

las secuencias, se realizó un alineamiento de los datos procesados al genoma 

de ratón GRCm39 (versión 108, Ensembl), para lo cual se utilizó el programa 

Bismark (v0.24.0) (Krueger & Andrews, 2011). Cabe señalar que previo a la 

ejecución del alineamiento, fue necesario realizar una preparación de la 

referencia, con el comando bismark_genome_preparation en el cual el 

genoma se somete a una conversión de C → T y de G → A. El costo 

computacional asociado a este proceso (y al alineamiento propiamente tal) es 

elevado, más aún cuando se trabaja con genomas extensos como el de ratón, 

que pueden llegar a requerir más de 128 GB de memoria RAM. Por esta 

razón, se trabajó únicamente con las secuencias cromosomales del genoma 

de referencia (Anexo 4). 
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Con el fin de obtener mayor eficiencia de alineamiento, es decir, mayor 

número de alineamientos únicos, se utilizaron 4 diferentes configuraciones 

(tabla 2) (Anexo 5). El alineamiento no direccional (realizado con el 

comando --non_directional) implica que cada secuencia puede provenir de 4 

posibles hebras (hebra sentido original, hebra sentido complementaria, hebra 

antisentido original y hebra antisentido complementaria) y se define por el 

protocolo de preparación de librería (anexo 5b). En cuanto a la disminución 

de la exigencia, se aumentó el máximo mismatch permitido para considerar 

un alineamiento como válido (mediante el comando --score_min L,0,-0.6) 

(anexo 5c). El alineamiento local (ejecutado con el comando –local) modifica 

el modo de alineamiento de global a local (anexo 5d). Todos estos parámetros 

son comúnmente testeados cuando se tiene una baja eficiencia de 

alineamiento (Krueger, 2015/2023). Cabe señalar que para este análisis se 

utilizó únicamente la muestra CD1. 

TABLA 2. TESTEO DE DIFERENTES PARÁMETROS DE ALINEAMIENTO 

Test 1 Test 2 Test 3 Test 4 

Alineamiento 

por defecto 

Alineamiento 

no direccional 

Alineamiento 

no direccional 

Alineamiento 

no direccional 

  
Disminución 

de exigencia 

Disminución 

de exigencia 

   
Alineamiento 

local 
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De acuerdo con la eficiencia de mapeo resultante, se seleccionó el test 3 y se 

procedió a ejecutar el alineamiento para todas las muestras. Como resultado, 

Bismark entrega un reporte con la eficiencia de mapeo, la cantidad de 

secuencias que no alinean bajo ninguna condición y la cantidad de secuencias 

que alinean en más de una posición del genoma (alineamiento ambiguo).  

A continuación, se realizó la determinación del estado de metilación de cada 

citosina en contexto CpG, CHG y CHH (donde H puede ser A, T o C) 

utilizando la función bismark_methylation_extractor incluida en Bismark y 

extrayendo únicamente la información en contexto CpG (Anexo 6). La 

ejecución de esta función genera un archivo coverage que informa el 

cromosoma del que proviene cada citosina, la coordenada genómica, el 

porcentaje de metilación y la cantidad de veces que se encontró una 

determinada citosina metilada y sin metilar. A partir de estos archivos se 

visualizó, en cada una de las muestras, el estado de metilación de la región 

genómica correspondiente al gen Pomc mediante el visualizador IGV 

(Thorvaldsdóttir et al., 2013), para lo cual se utilizó la anotación del genoma 

y de las islas CpG de ratón (mm10, USCS). Posteriormente se exploró la 

ubicación citosinas metiladas (mC) por estructura génica, vale decir, 

distinguir mC localizadas en promotores, intrones, exones o regiones 

intergénicas. Lo anterior se llevó a cabo utilizando la anotación de ratón 

GRCm39 (versión 107, Ensembl) y la función annotateWithGeneParts de 

Methylkit (v1.24.0) (Akalin et al., 2012).  

Adicionalmente, se exploró el estado de metilación de citosinas ubicadas en 

una región promotora arbitrariamente definida, que abarca 2kb corriente 

arriba y corriente abajo del sitio de inicio de la transcripción (TSS, por sus 
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siglas en ingles) de todos los genes activos en neuronas POMC, considerando 

como genes activos aquellos que se expresan en estas neuronas. Para esto, se 

construyó una matriz de conteo con la función computeMatrix de Deeptools 

(Ramírez et al., 2016), la cual contiene información del puntaje de metilación 

en esta región promotora. A partir de esta matriz se construyó un mapa de 

calor con el puntaje de metilación de citosinas en cada gen, ordenado de 

manera descendente, mediante la función plotHeatmap de DeepTools.  A fin 

de evaluar si el estado de metilación de citosinas en la región promotora está 

relacionado con la expresión génica, se graficó la abundancia de ARN de 

cada uno de los genes activos, ordenados de manera descendente según su 

puntuación de metilación. Para esto se utilizaron datos de ARN-seq 

generados en nuestro laboratorio siguiendo el mismo protocolo de 

alimentación de animales y purificación de neuronas (datos no publicados). 

Lo anterior se realizó de manera independiente para muestras de la condición 

CD y HFD.  

6.3 Análisis de metilación diferencial  

Con el objetivo de analizar si la obesidad genera cambios en los patrones de 

metilación del ADN en las neuronas POMC, se procedió a realizar un test de 

metilación diferencial entre las muestras provenientes de ratones obesos y 

ratones controles. Para ello se utilizó el programa R (v4.2.1), con el paquete 

MethylKit que permite calcular estadística descriptiva de los patrones de 

metilación del ADN, medir la similaridad entre las muestras y calcular un 

test de metilación diferencial (Anexo 7).   

En la medición de estadística descriptiva se calculó, para cada muestra 

individual, la cobertura de cada citosina y a partir de ello se construyó un 
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histograma con la frecuencia de coberturas (función getCoverageStats, anexo 

7). De esta manera, si se encuentra que hay citosinas que tienen una cobertura 

notoriamente mayor que el resto, se puede establecer que el experimento 

sufrió sesgo de PCR, lo que implica que ocurrió una amplificación asimétrica 

de algunas secuencias y, en consecuencia, afecta la determinación precisa del 

porcentaje de metilación. Como consecuencia de este análisis se decidió 

aplicar un filtro (de manera independiente para cada muestra) para descartar 

bases que tengan una cobertura percentil mayor a 99.9 y menor a 10X 

(función filterByCoverage, anexo 7). Posterior al filtro, se normalizó la 

distribución de cobertura entre las muestras (función normalizeCoverage, 

anexo 7) y se construyó una matriz que incluye solo aquellas citosinas 

cubiertas en todas las muestras, la cual será utilizada para los siguientes 

análisis.  

Por otro lado, la similaridad en los perfiles de metilación entre las muestras 

fue explorada a través de coeficientes de correlación de pares, calculado con 

el método de Pearson; y un análisis de componente principal (PCA del inglés 

Principal Components Analysis) (función clusterSamples y PCASamples, 

respectivamente. Anexo 7). Este último, es una técnica de transformación 

lineal no supervisada, que permite simplificar la multidimensionalidad de los 

datos (derivada de la cantidad de citosinas y las secuencias asociadas a cada 

una de ellas) a través de una correlación entre varianzas, a un plano simple 

de dos dimensiones. El componente principal 1 (PC1) es el que exhibe la 

mayor varianza posible, y a partir del cual se calcula el componente principal 

2 (PC2) (Lever et al., 2017).  
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Posteriormente, ejecutando el comando calculateDiffMeth se realizó el test 

de metilación diferencial, que mediante una regresión logística compara la 

fracción de citosinas metiladas entre el grupo control y experimental. De 

manera simultánea al test estadístico, y a fin de corregir el problema de la 

prueba de hipótesis múltiple, se realizó una corrección del valor p mediante 

el modelo SLIM a partir del cual se obtiene el valor q, que refleja la 

significancia. Este procedimiento se realizó a resolución de una única 

citosina, identificando como citosinas diferencialmente metiladas (DMC del 

inglés Differential Methylated Citosines) aquellas con una significancia 

menor o igual a 0.05 y una diferencia de metilación entre ambas condiciones 

de un 25%. Cabe señalar que, dentro de la metilación diferencial, se define 

hipermetilación cuando la metilación es significativamente mayor en el 

grupo experimental en comparación al control, e hipometilación cuando la 

metilación es significativamente menor. Adicionalmente, se exploró el 

comportamiento de las DMC por cada cromosoma y por estructura génica. 

Así también, se asoció cada DMC a su respectivo gen mediante la función 

getAssociationWithTSS (anexo 7). 

6.4. Asociación entre metilación de ADN y expresión génica 

A fin de evaluar si la metilación diferencial que ocurre como consecuencia 

de la obesidad, particularmente en las cercanías de la región promotora, está 

relacionada con un cambio en la expresión génica se correlacionaron los 

datos de metilación de ADN con datos de expresión génica generados por 

nuestro laboratorio mediante ARN-seq (datos no publicados). Para ello se 

extrajo la información de metilación de todas las citosinas contenidas en la 

región promotora previamente definida (ventana genómica de 2kb alrededor 
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del TSS) referente al porcentaje de cambio de metilación y su significancia; 

y posteriormente, se asoció con la información de expresión de su respectivo 

gen. Cabe señalar que la variación en la expresión génica se define por el 

logaritmo en base 2 de las veces de cambio de abundancia de ARN (log2FC, 

por sus siglas en ingles) y la tasa de descubrimiento falso (FDR, por sus siglas 

en ingles); el primer término define si hay un aumento o disminución en la 

expresión y el segundo termino define la significancia de este cambio. En 

este caso, se estableció un valor de FDR menor o igual a 0.1 para definir una 

variación significativa en la expresión génica.  

A continuación, y con el objetivo de comprender el rol que estarían 

cumpliendo las citosinas diferencialmente metiladas en la región promotora 

y su participación en la modulación de la expresión génica, se analizó la 

presencia de DMC en secuencias que constituyen motivos de unión a factores 

de transcripción (TF). Para esto se realizó una intersección mediante la 

función intersect de Bedtools (v2.30.0) (Quinlan & Hall, 2010) entre la 

posición de cada DMC y la posición de los motivos contenidos en la base de 

datos del programa Homer (base de datos de motivos de unión a TF 

conocidos para el genoma de ratón mm10, USCS) (Heinz et al., 2010). De 

este análisis y utilizando el lenguaje de programación de R, se determinó el 

número de genes que tienen DMC en motivos de unión a TF, la cantidad de 

DMC totales por gen y haciendo distinción entre DMC dentro y fuera de 

motivos, así como los tipos de motivos más frecuentes de tener DMC; todos 

estos datos se asociaron, además, con la información de expresión 

diferencial. 
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6.5 Análisis de enriquecimiento funcional  

Para caracterizar la respuesta de las neuronas POMC frente a una dieta alta 

en grasas, en términos de la metilación de ADN, se realizó una búsqueda de 

DMC en genes asociados a vías biológicas relevantes en el funcionamiento 

de estas neuronas, tales como apoptosis, autofagia, ciclo celular, conducta 

alimenticia, homeostasis de glucosa, metabolismo de lípidos, 

neuroinflamación, señalización de insulina, señalización de leptina, 

mitofagia, señalización de quimioquinas y metilación de ADN. Los genes 

asociados a cada vía biológica se extrajeron mediante de la herramienta 

Biomart de Ensembl. Paralelamente, se realizó un enriquecimiento funcional 

a partir del total de genes que poseen DMC, los cuales fueron ingresados al 

servidor web DAVID (Sherman et al., 2022), desde donde se identificaron 

los términos de ontología génica (GO del inglés Gene Ontology) enriquecidos 

en la categoría de “proceso biológico”.  

Del total de genes de cada vía biológica que tenían al menos una DMC, se 

hizo distinción entre aquellos que varían significativamente su expresión y 

aquellos que no varían su expresión. A continuación, se realizó una 

exploración manual y detallada de los genes asociados a cada vía biológica, 

poniendo especial énfasis en aquellos que presentaban un cambio en su 

expresión génica. 

Cabe mencionar que todos los gráficos asociados al análisis de metilación 

diferencial, búsqueda de motivos y enriquecimiento funcional fueron 

construidos en el programa R con el paquete ggplot2 (v 3.4.0) 
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7. Análisis estadístico  

El peso corporal, ganancia de peso, glicemia basal, colesterol total, 

triglicéridos, HDL y LDL fueron expresados como el promedio ± desviación 

estándar, siendo n el número de animales utilizados. Para la ingesta calórica, 

el n corresponde al número de jaulas empleadas. Las diferencias entre 

condiciones fueron analizadas mediante una prueba t-student. La diferencia 

se consideró significativa con un valor de p ≤0.05 utilizando el programa de 

análisis GraphPad Prism 9.  
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V. RESULTADOS 

1. Caracterización de los ratones obesos inducidos por dieta 

Ratones machos POMC:eGFP de 8 semanas de edad fueron alimentados con 

una dieta control (CD) o con una dieta alta en grasa (HFD, 60% de grasa) por 

un periodo de 11 semanas. Al inicio del experimento, los ejemplares de 

ambos grupos tenían un peso corporal promedio similar (CD 23.2 ± 2.4 g; 

HFD 23.9 ± 1.3 g), no obstante, luego de una semana de alimentación con la 

dieta alta en grasa se observó un aumento significativo en el peso corporal en 

los animales del grupo HFD, que se acrecentó con el transcurso de las 

semanas (figura 7A), llegando a una ganancia de peso corporal promedio de 

18.0 ± 3.8 g para el grupo HFD y de 6.1 ± 1.8 gramos para el grupo CD 

(figura 7B). Este aumento en el peso corporal se relaciona con un aumento 

significativo en las calorías ingeridas durante todo el periodo (figura 7C), y 

es particularmente mayor durante la primera semana de intervención (CD 11 

± 1.2 kcal/día/animal; HFD 15.5 ± 1.0 kcal/día/animal). En cuanto a la 

glicemia basal, se evidenció que ambos grupos tienen valores parecidos de 

glicemia (CD 10.2 ± 1.1 mM; HFD 10.5 ± 0.9 mM) al comienzo de la 

intervención alimentaria, y que, tras la exposición a la dieta alta en grasa, se 

generó un aumento significativo de este parámetro en el grupo HFD (CD 9.4 

± 1.6 mM; HFD 12.5 ± 2.4 mM). Al término de la intervención alimentaria 

(11 semanas), el grupo HFD muestra un aumento significativo en los niveles 

de colesterol total (CD 98.1 ± 19.2 mg/dL; HFD 184.4 ± 10.8 mg/dL), LDL 

(CD 17.7 ± 13.3 mg/dL; HFD 88.3 ± 6.9 mg/dL) y, sorprendentemente, HDL 

(CD 59.6 ± 11.4 mg/dL; HFD 78.8 ± 6.4 mg/dL (figura 7D, 7E, 7G, 7H). No 

obstante, cabe señalar que no se alcanzaron diferencias significativas en los 
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niveles de triglicéridos entre el grupo control y aquellos que recibieron la 

dieta alta en grasa (CD 103.6 ± 20.3 mg/dL; HFD 104.8 ± 24.9 mg/dL) 

(figura 7F). 
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(A) Peso corporal promedio de ratones CD y HFD durante cada semana de la intervención 

alimentaria (n = 27 para CD; n = 17 HFD). (B) Ganancia de peso corporal promedio de 

ratones CD y HFD acumulativa (n = 27 para CD; n = 17 HFD). (C) Ingesta calórica diaria 

por animal (n = 7 para CD; n = 4 HFD). (D) Glicemia basal medida al inicio (semana 0, n 

= 4 para CD; n = 4) y al término de la intervención alimentaria (semana 11, n = 20 para 

CD; n = 20 HFD). (E) Colesterol total. (F) Triglicéridos. (G) HDL. (H) LDL luego de 11 

semanas de intervención dietaría (n = 5 para CD; n = 5 HFD). * p<0,05. ** p<0.01. *** 

p<0,001. **** p<0,0001. Prueba t-student para todos los análisis.   

 

2. El protocolo de FACS permite una purificación eficiente de neuronas 

POMC:eGFP 

Una vez terminadas las 11 semanas de intervención alimentaria, se procedió 

con la recolección de cerebros y disección de la región hipotalámica medio 

basal para llevar a cabo la purificación de las células GFP positivas mediante 

FACS. En la figura 8 se muestran los perfiles de clasificación jerárquica 

obtenidos a partir de FACS. La figura 8A y 8B muestran la relación entre 

FSC y SSC de la muestra de hipotálamo no transgénica (control negativo) y 

de POMC:eGFP, respectivamente. En esta gráfica cada punto representa un 

evento detectado y en la región enmarcada (definida como P1) se encuentran 

todos los eventos seleccionados de acuerdo con su tamaño y granularidad 

celular, con el fin de eliminar agregados y residuos. Los eventos que 

componen P1 luego se analizaron de acuerdo con su relación entre SSC-A y 

SSC-H, lo que permite distinguir eventos que se encuentren a la forma de 

célula única, y que en este caso se definen como P2 (figura 8C, para muestra 

no transgénica y 8D, para POMC:eGFP). A continuación, se establecen los 

FIGURA 7: EFECTO DE LA DIETA ALTA EN GRASAS EN RATONES POMC:EGFP 
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niveles umbrales de fluorescencia, detectada con el filtro FITC, de cada uno 

de los eventos que integran P2 (Figura 8E y F). Se utilizó el control negativo 

(figura 8E) para establecer un umbral mínimo de fluorescencia que logre 

enriquecer la muestra con células GFP+ permitiendo recuperar la mayor 

cantidad de células positivas. De esta manera, se estableció un umbral de 

intensidad de fluorescencia desde 102 - 103 en adelante (P3), el cual permite 

cierto número de eventos negativos que corresponden a menos del 10% de 

eventos finales en la muestra (Figura 8G y 8H).  Es importante señalar que la 

mayor cantidad de células GFP+ se encuentran en intensidades cercanas a 

103 (Figura 8H), lo que explica nuestra decisión de aceptar un cierto 

porcentaje de contaminación con eventos negativos a fin de aumentar el 

número de eventos positivos recuperados.  Las células sorteadas se observan 

de acuerdo a tamaño (FSC) y granularidad celular (SSC) en la figura 8I-8J. 

Con el fin de evaluar el proceso de purificación o enriquecimiento en 

neuronas POMC realizado mediante FACS, se determinó la expresión de 

genes marcadores de diferentes células hipotalámicas mediante un análisis de 

ARN-seq realizado previamente por nuestro laboratorio siguiendo el mismo 

protocolo de purificación (datos no publicados). Los genes analizados fueron 

Pomc (marcador de células POMC), AgRP (gen marcador de células 

NPY/AgRP), Gfap (marcador de astrocitos), Vim (marcador de tanicitos) y 

Aif1 (marcador de microglía). Tal como se muestra en la figura 8K, hay una 

expresión predominante de Pomc, que es aproximadamente 1000 veces 

mayor que la expresión de Gfap y Vim. Además, no se distingue expresión 

de AgRP ni Aif1. En conjunto, estos resultados demuestran que tras la 

purificación por FACS hay un enriquecimiento de células POMC positivas 
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Células disgregadas de la región hipotalámica de ratones POMC:eGFP alimentados con 

HFD y CD fueron purificadas mediante FACS.  (A-B) Gráfico de tamaño (FSC) versus 

granularidad celular (SSC) obtenido a partir de FACS de células disgregadas del 

hipotálamo de ratones no transgénicos (A) y ratones transgénicos POMC:eGFP (B). En 

P1 se marcan todos los eventos considerados células de acuerdo con sus características 

morfológicas. (C-D) Gráfico de SSC-H vs SSC-A para la eliminación de dobletes de una 

muestra de hipotálamo no transgénico (C) y POMC:eGFP (D). Los eventos enmarcados 

en P2 representan aquellos que se encuentran a la forma de célula única. (E-F) Intensidad 

de fluorescencia, medida por FITC, de cada uno de los eventos contenidos en P2, tanto 

para la muestra no transgénica (E) como para POMC:eGFP (F). (G-H) Amplificación de 

la región definida como P3, que involucra eventos con intensidad de fluorescencia desde 

un valor intermedio entre 102 y 103 en adelante, para la muestra no transgénica (G) y la 

muestra POMC:eGFP (H). En el caso de la muestra POMC:eGFP, todos los eventos 

contenidos en P3 son considerados GFP positivos y, en consecuencia, purificados. (I-J) 

Características morfológicas de células contenidas en P3 para muestra no transgénica (I) 

y para la muestra POMC:eGFP (J). (K) Cuantificación de expresión de genes marcadores 

de células hipotalámicas a partir de un análisis de ARN-seq de células purificadas por 

FACS. La cuantificación se realizó con StringTie y los valores corresponden al promedio 

de 3 réplicas, expresados en TPM.  

3. Caracterización del estado de metilación a nivel de genoma completo 

en neuronas POMC en ratones controles y obesos  

Con el fin de identificar el estado de metilación del ADN genómico de 

neuronas POMC en animales controles y obesos, se realizó RRBS-seq desde 

neuronas purificadas. En la figura 9 A se muestra el patrón de electroforesis 

capilar de las librerías preparadas para la muestra CD1 y HFD2, donde se 

distingue que tienen fragmentos distribuidos entre 150 y 1000pb, lo cual es 

FIGURA 8: PURIFICACIÓN DE CÉLULAS POMC:EGFP MEDIANTE FACS 
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consistente con el tamaño esperado para fragmentos de ADN genómico 

digeridos con MspI y con adaptadores en sus extremos. Además, no hay 

presencia visible de dímeros de primers en ninguna de las muestras, ya que 

no se evidencian fragmentos con tamaño cercano a 100 pares de bases (figura 

9A). Resultado similar fue obtenido para el resto de las muestras (figura 

S1A). Los valores de concentración molar de todas las muestras están por 

sobre 1nM, lo que refleja una cantidad suficiente para proceder con la 

secuenciación (figura S1B).  

A continuación, las librerías preparadas fueron secuenciadas por ambos 

extremos (secuenciación paired-end) tras lo cual se generan 2 archivos por 

cada muestra (R1 y R2). Estos archivos se sometieron a un análisis de calidad, 

el cual mostró resultados similares entre las muestras, alcanzando una calidad 

phred promedio sobre 28 pero con una leve disminución hacia el extremo 3’ 

de las secuencias; y un patrón heterogéneo en el contenido de bases a lo largo 

de la secuencia, como es característico para experimentos RRBS-seq. No 

obstante, se identificó una leve contaminación (menor al 5%) con el 

adaptador Illumina Universal Adapter en el extremo 3’, y bases no 

determinadas (N) en el extremo 5’ de las secuencias. Por su parte, la longitud 

de las secuencias abarca un rango entre 35 y 150 pb (figura S2). En base a 

estos resultados, se realizó el preprocesamiento de los datos crudos 

eliminando bases de baja calidad, no determinadas y adaptadores, con lo cual 

se obtuvo una calidad phred sobre 28 a lo largo de toda la secuencia, una 

distribución de longitud entre 50 y 150 pb y el patrón del contenido de bases 

característico para experimentos RRBS-seq (figura 9B). Como consecuencia 

de los filtros aplicados, en cada muestra se elimina cerca del 30% de las 
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secuencias, quedando con alrededor de 15 millones de secuencias por 

muestra (figura 9C).  
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(A) Perfil electroforético de las muestras RRBS CD1 y HFD2. Las señales indicadas con 

20 y 1000 corresponde al tamaño en pb del marcador de peso molecular. (B) Resultados 

de la calidad de los datos secuenciación luego del preprocesamiento. Izquierda: calidad 

phred de base a lo largo de la secuencia. Centro: contenido de bases a lo largo de la 

secuencia. Derecha: distribución de longitud de fragmentos. Estos resultados 

corresponden a la muestra CD1, sin embargo, se obtuvieron resultados similares para el 

resto de las muestras. (C) Cantidad de secuencias totales en cada muestra antes y después 

del preprocesamiento. (D) Alineamiento a múltiples genomas para la muestra CD1. (E) 

Porcentaje de eficiencia de alineamiento al utilizar 4 diferentes configuraciones de 

alineamiento. Los valores de eficiencia fueron obtenidos con la muestra CD1. En gris se 

resalta la configuración seleccionada y utilizada para el resto de las muestras. (F) Reporte 

del alineamiento para cada una de las muestras. La eficiencia de alineamiento se 

representa por el porcentaje de secuencias alineadas (barra roja). 

 

Posteriormente, se realizó un análisis de calidad adicional para descartar 

contaminación de ADN genómico con otra fuente que no sea ratón. En la 

figura 9D se presenta el resultado obtenido para la muestra CD1, donde se 

observa que ocurren alineamientos de manera única solo contra el genoma de 

ratón, alcanzando cerca de un 40% de alineamiento. Además, si bien se 

observa que hay secuencias que alinean a más de un genoma (principalmente 

ratón, rata y humano), estas corresponden a regiones genómicas conservadas 

entre dichas especies. Con este resultado se descarta que exista 

contaminación con otra especie. 

Una vez confirmada que la calidad de los datos es óptima, se procedió a 

realizar el alineamiento de las secuencias al genoma de referencia. Para ello, 

FIGURA 9: PROCESAMIENTO BIOINFORMÁTICO DE MUESTRAS RRBS-SEQ  
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se utilizó el programa Bismark en su configuración por defecto, tras lo cual 

se obtuvo una eficiencia de alineamiento del 17.7% para la muestra CD1 

(figura 9E, test1). Alcanzar un bajo porcentaje de eficiencia es un problema 

frecuente en datos RRBS, debido a la fragmentación con MspI y la reducida 

longitud de las secuencias. No obstante, teniendo certeza que las secuencias 

provienen de ratón fue  posible modificar algunos parámetros del 

alineamiento a fin de mejorar este porcentaje (Krueger, 2015/2023). Para 

definir con que configuración se logra una mejor eficiencia de alineamiento, 

se realizaron 3 test utilizando diferentes parámetros en cada uno. En primera 

instancia se evaluó la ejecución del alineamiento en modo no direccional, el 

cual considera que cada secuencia puede provenir de 4 distintas hebras (hebra 

sentido y antisentido en su forma original o complementaria) y aumenta la 

complejidad del alineamiento. Con esta configuración, la eficiencia de 

alineamiento para la muestra CD1 aumentó a un 62.2% (figura 9E, test2). A 

continuación, se adicionó una segunda modificación, esta vez disminuyendo 

la exigencia con la que se considera un alineamiento como válido, con lo cual 

la eficiencia aumenta a un 71.3% (figura 9E, test 3,). Finalmente, se modificó 

el alineamiento a una modalidad local, obteniéndose un alineamiento con un 

76.3% de eficiencia (figura 9E, test 4,). Teniendo en consideración que 

aplicar un alineamiento local debe considerarse como último recurso puesto 

que origina una mayor cantidad de alineamientos ambiguos y que no aumenta 

en gran medida la eficiencia de alineamiento, se decidió utilizar la 

configuración del test 3 para todas las muestras. Cabe mencionar que la 

eficiencia de alineamiento obtenida con el test 3, concuerda con el porcentaje 

de alineamientos únicos (tanto en uno como en múltiples genomas) reportado 

por FastQ-Screen (figura 9D). Una vez ejecutado el alineamiento para todas 
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las muestras, se obtuvieron valores de eficiencia que varían entre 60 y 70%, 

con un porcentaje de no alineamiento de aproximadamente un 10% (figura 

9F). Notablemente, los valores de eficiencia obtenidos concuerdan con los 

valores reportados para muestras RRBS de ratón (Matsushita et al., 2018). 

Posterior al alineamiento y usando Bismark, se extrajo la información del 

estado de metilación de cada citosina analizada, haciendo distinción en el 

contexto en que se localiza. Como refleja la figura 10A, las 4 muestras 

alcanzan cerca de un 80% de metilación en el contexto CpG y un 20% en 

contextos no-CpG. A partir de la información en contexto CpG se exploró el 

estado de metilación del gen Pomc (principal marcador de este tipo celular), 

con la finalidad de caracterizar el patrón de metilación en ambas condiciones 

experimentales y contrarrestar con los cambios identificados en 

investigaciones anteriores (Shi et al., 2013). Como se observa en la figura 

10B, existen diferentes sitios con citosinas metiladas en el gen Pomc, en torno 

a la posición 4.004.000 pb, ubicada corriente arriba del sitio de inicio de la 

transcripción; así como en el primer, cuarto y quinto exón de Pomc, siendo 

este último coincidente con la isla CpG 48 anotada para ratón. La mayoría de 

estas citosinas metiladas coinciden entre las muestras CD y las muestras 

HFD, indicando reproducibilidad de la metodología, no obstante, y de 

manera interesante en la posición 4.004.841 (110 pb corriente arriba del TSS) 

se distingue una citosina metilada en las muestras CD, la cual está ausente en 

las muestras HFD. Contrario a investigaciones anteriores, no se identificó 

ninguna posición hipermetilada en las muestras HFD. 
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(A) Porcentaje de citosinas metiladas según contexto para cada muestra. (B) Visualización 

de citosinas metiladas en la región genómica correspondiente al gen Pomc. Cada citosina 

metilada se representa por una línea negra para las muestras CD o por una línea roja para 

las muestras HFD, la longitud de cada línea representa el porcentaje de metilación. El 

recuadro en azul marca la posición en que observa una diferencia entre las muestras de 

ambas condiciones. En la parte superior se indican las coordenadas genómicas y en la 

parte inferior se muestra la anotación del gen Pomc, donde exones se representan por 

rectángulos e intrones por líneas; además se muestra la anotación de islas CpG para 

genoma de ratón. (C) Distribución de citosinas metiladas por estructura génica en ambas 

condiciones. (D-E) Izquierda: mapa de calor que representa el puntaje de metilación de 

citosinas en una ventana genómica de 2kb alrededor del TSS, para cada gen activo en 

neuronas POMC. El orden de genes en el eje y se muestra de manera descendente según 

el puntaje de metilación. El grafico superior representa un resumen del puntaje de 

metilación promedio de todos los genes. Derecha: mapa de calor de abundancia de ARN 

de genes expresados en neuronas POMC, ordenados de manera descendente según su 

puntaje de metilación. 

 

Continuando con la caracterización de la metilación de ADN en ambas 

condiciones experimentales, se analizó la distribución de citosinas metiladas 

por estructura génica, desde donde se identificó que tanto en CD como en 

HFD la mayoría de las citosinas se localizan en regiones promotoras 

(representando un 83 y 71% para CD y HFD respectivamente) a lo que le 

siguen intrones, regiones intergénicas y en menor medida, exones (figura 

10C). A partir de este resultado, se analizó en mayor detalle el estado de 

metilación de las citosinas en las cercanías de la región promotora analizando 

una ventana genómica de 2kb corriente arriba y corriente abajo del TSS, para 

FIGURA 10: CARACTERIZACIÓN DEL ESTADO DE METILACIÓN DEL ADN DE NEURONAS 

POMC EN CONDICIÓN CD Y HFD  
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todos los genes expresados en neuronas POMC. Esta información se 

representa a través de un mapa de calor, al costado izquierdo de la figura 10D 

y E (para CD y HFD, respectivamente), que refleja en una escala de color el 

porcentaje (0% rojo oscuro, 4% rosado claro, 10% azul) de metilación de 

citosinas a lo largo de la región genómica analizada. El grafico contiene cada 

uno de los genes activos ordenados, de arriba hacia abajo, de manera 

descendente según su nivel de metilación, es decir, aquellos con mayor 

cantidad de metilación se encuentran en la parte superior del gráfico. De esta 

grafica se desprende que, en ambas condiciones, la metilación esta 

enriquecida en la región más próxima al TSS y disminuye a medida que se 

aleja de este punto, lo que se observa más claramente en el grafica resumen 

de la parte superior del mapa de calor. Dado que la metilación de ADN ha 

sido clásicamente asociada con una regulación de la expresión génica, se 

esperaba que aquellos genes cuyos promotores contienen mayor metilación 

se encuentren menormente expresados. Para confirmar lo anterior, 

analizamos los niveles de expresión de cada gen con relación a sus niveles de 

metilación, a través de un mapa de calor con la abundancia de ARN de cada 

gen que se observa a la derecha de la figura 10D y 10E.  Contrario a lo 

previamente esperado, se puede observar que genes con altos niveles de 

metilación no nuestras necesariamente bajos niveles de expresión en este 

análisis que contempla el transcriptoma completo de las neuronas POMC 

tanto en la condición CD como en la condición HFD. Estos resultados nos 

impulsan a realizan una caracterización a nivel de secuencia que nos permita 

identificar el contexto en el cual se encuentran presentes las metilaciones 

observadas, con el fin de comprender molecularmente las dinámicas de 

cambios de estas metilaciones y predecir como estas podrían estar envueltas 
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en la regulación génica asociada a la condición metabólica de nuestros 

animales.   

4. La obesidad inducida por una dieta alta en grasas genera cambios en 

el patrón de metilación del ADN de neuronas POMC principalmente en 

motivos de unión a factores de transcripción.  

A fin de identificar dinámicas en el estado de metilación de ADN inducida 

por obesidad, se realizó un test de metilación diferencial entre las muestras 

CD y HFD. Tras este análisis se obtuvo que, de un total de 749.270 citosinas 

identificadas, 16.795 se encuentran diferencialmente metiladas (DMC) en la 

condición HFD con respecto a la condición CD. De estas, 13.141 se 

encuentran hipermetiladas y 3.654 están hipometiladas (figura S4A). 

Adicionalmente, se exploró localización de DMC dentro de la estructura de 

un gen, haciendo distinción entre hiper e hipometilación. Tras lo cual se 

identificó que, similar a lo ocurrido con el total de citosinas metiladas en 

ambas condiciones (figura 10C), más del 50% de las citosinas con metilación 

diferencial se localizan en regiones promotoras de los genes (figura S4C). En 

concordancia con este resultado, se encontró que la mayoría de las citosinas 

diferencialmente metiladas se encuentran cercanas al sitio de inicio de la 

transcripción (figura S4D). En su conjunto, estos resultados indican que el 

tratamiento con una dieta alta en grasa induce una remodelación en el perfil 

de metilación del ADN de neuronas POMC, principalmente en las regiones 

promotoras.  

Habiendo identificado que la mayoría de las citosinas cuyo estado de 

metilación varía con la dieta alta en grasa se encuentran cercanas a la región 

promotora, nos planteamos investigar e identificar si estas DMC pudiesen 
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estar envueltas en eventos de regulación de la expresión génica y para esto se 

decidió conducir los análisis posteriores únicamente a aquellas citosinas 

ubicadas en regiones promotoras. Cabe señalar que debido a que es posible 

encontrar más de una metilación por gen, las 8.139 DMC ubicadas en esta 

región, se encuentran repartidas en 4.779 genes.  

A continuación, se analizó la relación entre la presencia de DMC en regiones 

promotoras y variación en la abundancia de ARN de su respectivo gen 

inducidas por obesidad (Figura 11A). Como se observa en la figura, si bien 

existe gran número de DMC, un número reducido de estas se encuentran 

acompañadas de un cambio significativo en la expresión génica (Figura 11A, 

puntos rojos, DMC; FDR <0.1). Al mismo tiempo, podemos observar que 

citosinas hipermetiladas se asocian tanto a aumento como disminución 

génica; esto mismo se observa para citosinas hipometiladas. En términos 

globales, del total de genes activos, un 3.5% de ellos se encuentran 

diferencialmente expresados (FDR<0.1); 146 genes aumentan su expresión y 

121 disminuyen su expresión (Figura 11B).   

Cabe señalar que las condiciones experimentales no incluyeron un estímulo 

alimenticio previo a la colección de tejidos que pudiese estimular cambios 

transcriptómicos agudos, si no, representa una intervención alimenticia 

estacionaria que se prolongó por 11 semanas. Por esta razón, y con el fin de 

entender el contexto genético de los cambios en el estado de metilación y su 

posible función en la regulación génica frente a un estímulo metabólico 

evaluamos presencia de DMC en sitios de unión a factores de transcripción.  
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(A) Correlación entre el cambio de metilación de citosinas ubicadas en la región 

promotora y la expresión génica. Cada punto representa una citosina la cual está ubicada 

en el eje X según su porcentaje de cambio de metilación, y en el eje Y según las veces de 

cambio en la abundancia de ARN del gen. Aquellas coloreadas en gris claro, representan 

citosinas cuyo cambio de metilación es significativo en la muestra HFD con relación a la 

muestra CD, es decir, que son DMC; en rojo se marcan aquellas citosinas que son DMC 

y que además se encuentran en genes cuya expresión varía significativamente (definido 

por un valor FDR<0.1). (B) Porcentaje de DMC asociadas a genes que aumentan, 

disminuyen o que su cambio de expresión no es significativo. (C) Cantidad de genes con 

y sin DMC en motivos de unión a factores de transcripción, distinguiendo entre modulados 

y no modulados. (D) Histograma con número total de DMC por gen (morado) y divididos 

entre DMC dentro y fuera de motivos (rosado y turquesa respectivamente). En el grafico 

inserto se muestra el porcentaje total de DMC dentro y fuera de motivos. (E)  Diez tipos 

de motivos de unión a factor de transcripción con mayor cantidad de genes con DMC, 

distinguiendo entre genes modulados y no modulados. (F) Modulación en la expresión de 

genes que poseen DMC en motivos. La amplificación I representa genes que disminuyen 

su expresión con la dieta alta en grasa y la amplificación II aquellos que aumentan la 

expresión. (G) Cantidad total de genes con más de una DMC por motivo y de genes que, 

además, están modulados.  

 

Interesantemente, se obtuvo que de los 4.779 genes que tienen DMC en su 

región promotora, 3.299 presentan metilación diferencial dentro de motivos 

de unión a factores de transcripción (figura 11C). Posteriormente, evaluamos 

el número de DMC presentes en la región promotora de cada gen y 

observamos que dos tercios de los genes tienen una DMC, mientras que el 

tercio restante porta dos o más DMC en su región promotora (barras moradas, 

FIGURA 11: CARACTERIZACIÓN DE LOS EFECTOS DE LA DIETA RICA EN GRASA EN EL 

PERFIL DE METILACIÓN Y LA EXPRESIÓN DE LAS NEURONAS POMC 
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figura 11D). En base a este resultado, nos preguntamos sí las DMC 

identificadas se encuentran distribuidas de manera azarosa en las regiones 

promotoras o sí existe una inclinación a encontrarse en sitios de unión a 

factores de transcripción. Interesantemente, observamos que el 91% de la 

DMC identificadas se encuentran dentro de sitios de unión a factores de 

transcripción (Figura 11D, gráfico inserto). Dentro de los tipos de motivos 

más frecuentes destacan los motivos homeobox y dedos de zinc (zf) (figura 

11E). 

Teniendo en cuenta que metilación dentro de motivos de unión a factores de 

transcripción puede impactar en la regulación de la expresión génica y 

considerando que un tercio de los genes posee más de una citosina metilada 

por motivo, se procedió a analizar los datos de expresión diferencial de todos 

los genes que tienen DMC dentro de motivos (figura 11F), a partir de lo cual 

se obtuvo que gran parte de los genes que cambian significativamente su 

expresión en la condición HFD (FDR<0.1), presentan más de una DMC por 

motivo (Figura 11F, amplificación I. y II.), tal como ocurren con Caja de 

horquilla B1 (Foxb1), Espiráculos vacíos Homeobox 1 (Emx1) y el factor 

neurotrófico derivado de glía (Gdnf) que disminuyen su expresión;  lo mismo 

ocurre con el Modulador de señalización de proteína G 3 (Gpsm3), 

Apolipoproteína H (Apoh) y con la ciclina O (Ccno) que muestran un 

aumento en su expresión génica. Sin embargo, es interesante que 96% de los 

genes con más de una DMC por motivo no presenta cambios significativos 

en su expresión en nuestra condición experimental (figura 11G).  

En conjunto, estos resultados indican que el cambio en el estado de 

metilación inducida por la dieta alta en grasa ocurre en posiciones genómicas 
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específicas que constituyen motivos de unión a factores de transcripción, no 

obstante, la metilación por sí sola no es capaz de modular la expresión génica 

bajo la intervención nutricional estacionaria que contempla nuestro diseño 

experimental. 

 

5. La obesidad inducida por una dieta rica en grasa saturada modula el 

estado de metilación del ADN en neuronas POMC pudiendo modular 

vías biológicas importantes para el funcionamiento y comunicación de 

estas neuronas 

Para predecir la relevancia biológica de la remodelación del perfil de 

metilación del ADN que afecta a las neuronas POMC inducida por dieta, se 

analizó el estado de metilación de diferentes genes implicados en vías 

biológicas conocidas por estar alteradas en estas neuronas durante la 

obesidad, poniendo especial énfasis, en aquellos genes que, muestran una 

modulación en su expresión génica. En la figura 12A se pueden observar las 

diferentes vías analizadas, expresado en metilación diferencial versus 

significancia en el cambio de expresión (ver leyenda para más información); 

además de expresar magnitud de cambio de expresión a través de un mapa de 

calor en la figura 12B.  Este análisis nos permitió identificar genes asociados 

a procesos apoptóticos (Ntrk1, Gdnf y Crlf1), autofagia (Moap1), Ciclo 

celular (Cdk1, Ccno, Tgm1, kif22 y hmga2), conducta alimenticia (Gal, 

Cartpt, Pomc, Sirt1, Tph2), diferenciación (Cnmd, Efcab9, Fstl3, Hmx2, 

Hmx3, Irx4, Pax2, Tnfrsf12a y Vegfc), homeostasis de glucosa (hkdc1), 

metabolismo de lípidos (Apoh, Cyp26a1, Plpp4 y Rab38), inflamación (Bcl6, 

Crhbp, Gpsm3, Loxl3, Ltb4r1 y Syk), señalización de insulina (Foxc2, Gsk3b 
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y Socs1) y regulación transcripcional (Acvrl1, Ascl4, Bhlha9, Bnc1, Emx1, 

Fhl2, Foxb2, Foxi2, Irx5, Meox1, Pax5, Pou4f1, Runx2, Tcf15, Vax1, Ffp296 

y Zfp593). En la tabla 3 se muestra un resumen con el detalle de la posición 

genómica y cambio de cada DMC junto con los valores de abundancia de 

ARN; la lista completa se encuentra en la figura suplementaria S5.  
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(A) Gráfico de burbuja que representa el cambio de expresión de cada gen asociado a vías 

biológicas relevantes en neuronas POMC que, además, presentan cambios en la metilación 

de su región promotora. Cada circulo representa una DMC, cuya ubicación está 

determinada por su porcentaje de cambio de metilación (en el eje X) y por la significancia 

en el cambio de la expresión de su gen respectivo (en el eje Y, referido como -log10(valor 

p ajustado)), de tal forma que a la izquierda se encuentran aquellas citosinas hipometiladas 

y a la derecha las hipermetiladas, además, si se encuentran en genes cuya expresión varía 

significativamente, se ubicaran por sobre la línea punteada. (B) Mapas de calor que indica 

el porcentaje de cambio en el estado de metilación y el cambio en la expresión génica 

(log2 de las veces de cambio de abundancia de ARN), particularmente de aquellos genes 

que muestran un cambio significativo en su expresión tras la dieta alta en grasa. El circulo 

turquesa al costado del gen indica que la citosina se ubica dentro de un motivo de unión a 

factor de transcripción. La nomenclatura ‘mC’ se utiliza cuando en un mismo gen hay más 

de una citosina, la posición exacta de cada citosina se muestra en la figura suplementaria 

S5.  

 

En contraste, ninguno de los genes asociados a señalización de leptina, 

mitofagia, quimioquinas y metilación del ADN mostró modulación de la 

expresión significativa. Sin embargo, se observó hipermetilación en el 

promotor del factor de transcripción STAT3, hipometilación para el gen de 

las DNA-metil transferasas, Dnmt1 y Dnmt3b, mientras que el gen de la 

enzima Tet3 se encontró hipermetilado; en la tabla 4 se muestra el detalle de 

la posición genómica y cambio de cada DMC junto con los respectivos 

valores de abundancia de ARN.  

FIGURA 12: RESPUESTA TRANSCRIPTÓMICA ASOCIADA A NEURONAS POMC DE SUJETOS 

OBESOS INDUCIDOS POR UNA DIETA ALTA EL GRASA 
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De este modo, podemos observar que todas las vías analizadas, conocidas por 

ser afectadas en obesidad muestran cambios en el estado de metilación, cuyos 

cambios se concentran en sitios regulatorios. Estos genes describen patrones 

de regulación de expresión diferencial, sin embargo, la mayoría de estos no 

muestran variaciones significativas lo que resulta interesante en términos de 

la respuesta de estas neuronas a diversos estímulos que no han sido 

contemplados en nuestro diseño experimental.   
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 TABLA 3: ESTADÍSTICA DEL CAMBIO DE METILACIÓN Y EXPRESIÓN 

GÉNICA DE GENES MODULADOS POR LA DIETA ALTA EN GRASA 

 

 

 
1 Posición genómica 
2 Significancia del cambio de metilación definida por el valor-q del test de metilación diferencial 
3 Log2 de veces de cambio de abundancia de ARN (HFD versus CD). 
4 Significancia del cambio de expresión definida por el valor FDR del test de expresión diferencial 

Nomenclatura 
Nombre 
del gen 

Posición de 

DMC1 

% de 
cambio de 
metilación 

Significancia 

Metilación2  

Cambio de 
expresión 

génica3 

Significancia 
de expresión 

génica4 
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TABLA 4: ESTADÍSTICA DEL CAMBIO DE METILACIÓN Y EXPRESIÓN GÉNICA 

DE GENES NO MODULADOS POR LA DIETA ALTA EN GRASA 

 

 
5 Posición genómica  
6 Significancia del cambio de metilación definida por el valor-q del test de metilación diferencial 
7 Log2 de veces de cambio de abundancia de ARN (HFD versus CD). 
8 Significancia del cambio de expresión definida por el valor FDR del test de expresión diferencial 

Nomenclatura 
Nombre 
del gen 

Posición de 

DMC5 

% de 
cambio de 
metilación 

Significancia 

metilación6 

Cambio de 
expresión 

génica7 

Significancia 
de expresión 

génica8 

                                          

                                                     

                                                    

                                                  

                                                  

                                                   

                                               

                                                  

                                           

         6 7                                    
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    y                                     

       g7                                    
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VI. DISCUSIÓN 

La obesidad inducida por dieta causa una serie de alteraciones en el normal 

funcionamiento de las neuronas POMC que, en consecuencia, afectan su 

capacidad de inhibir el apetito. No obstante, pocos son los estudios que se 

han enfocado en estudiar esta población neuronal purificada y, mucho menos, 

los efectos que la obesidad tiene en la metilación del ADN de estas neuronas. 

En el presente trabajo se demostró, por primera vez, que las neuronas POMC 

de ratones obesos inducidos por una dieta alta en grasa sufren una profunda 

modulación del metiloma, la cual ocurre principalmente en sitios que 

constituyen motivos de unión a factores de transcripción.  

Para llevar a cabo esta investigación se utilizó el modelo murino C57BL/6J-

Tg(Pomc-EGFP)1Low/J, que al tener un background C57BL6 simula muy 

bien el progreso de obesidad en humanos puesto que al exponerse a una dieta 

alta en grasa ad libitum se desarrolla hiperinsulinemia e hiperglicemia 

(Surwit et al., 1988). En específico en este trabajo, la alimentación alta en 

grasa por 11 semanas, causó un aumento progresivo en el peso corporal, con 

una ganancia de peso final que es alrededor de 20-30% mayor que en 

animales controles, similar a lo reportado en otras investigaciones (Collins 

et al., 2004; Sato et al., 2010). En relación con el consumo de calorías, el 

resultado presentado en esta investigación debe ser tomado con premura ya 

que se calculó asumiendo que todos los animales de una misma jaula 

consumen lo mismo, y no considera la jerarquía social que se establece dentro 

de un grupo de animales y que afecta la distribución de alimento. Además, 

estas relaciones dependen de la cantidad de animales, por lo que jaulas con 

diferente cantidad de animales puede resultar en diferentes conductas 



 

88 

 

sociales que impactan en el consumo de alimento (C.-Y. Wang & Liao, 

2012). La solución más común a este problema, por un lado, es mantener a 

los animales individualizados, sin embargo, con esto se deja de lado el efecto 

que el aislamiento tiene en la ingesta alimentaria (Benfato et al., 2022; Sun 

et al., 2014). Por otro lado, y quizás la alternativa más correcta, es 

automatizar la medición de consumo con equipamiento especializado, sin 

embargo, carecemos de este tipo de equipamiento. 

Un resultado interesante fue que, tras 11 semanas de alimentación alta en 

grasa, los animales mostraran un aumento significativo en los niveles 

plasmáticos de colesterol HDL, tipo de lipoproteína que transporta colesterol 

desde tejidos periféricos hasta el hígado donde se metaboliza y excreta, y que 

esta comúnmente disminuido en sujetos obesos. Este hallazgo concuerda con 

una investigación previa desarrollada por Silva y cols. (2016) que muestra 

que ratones C57BL6 alimentados con una dieta compuesta por un 41% de 

grasa durante 16 semanas, alcanzan valores plasmáticos de HDL 

significativamente mayores que animales controles (Silva et al., 2016), estos 

hallazgos destacan la importancia de tomar en cuenta el contexto genético del 

modelo seleccionado para el estudio. En cuanto a los valores de triglicéridos, 

nuestros resultados no muestran diferencias significativas entre ambos 

grupos, situación que ya ha sido evidenciada previamente por Sato y 

colaboradores, quienes utilizando ratones machos C57BL6 alimentados con 

dieta compuesta por un 38% de grasa, reportan un valor promedio de 

triglicéridos plasmáticos de 113.2 mg/dL, valor similar a los 104.8mg/dL 

alcanzados es este trabajo (Sato et al., 2010). En conjunto, estos resultados 

podrían estar reflejando el desarrollo de un mecanismo compensatorio frente 
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al aumento en el consumo de grasa, lo que de acuerdo con la investigación 

de Li y cols. (2020) parece ser frecuente en la cepa C57BL6 (J. Li et al., 

2020). Por esta razón, se necesitan estudios adicionales para caracterizar esta 

respuesta considerando, además, que la regulación del metabolismo lipídico 

es un proceso complejo que esta influenciado por múltiples factores tales 

como la composición de la dieta, el tiempo de exposición y la edad de los 

animales, estudios que se encuentran fuera del objetivo de esta tesis. Sin 

embargo, nuestros resultados nos permiten concluir que en nuestras 

condiciones experimentales los animales desarrollan un síndrome 

metabólico, dentro de los parámetros ya documentados, y por ende nos 

permite validar nuestro modelo.  

Antes de discutir de nuestros resultados, quisiéramos mencionar ciertos 

puntos importantes que inciden en nuestras observaciones, por ende, en las 

conclusiones y proyecciones de este trabajo. Por un lado, es importante 

considerar las condiciones experimentales de nuestro trabajo, por ejemplo, 

dado que el objetivo de este trabajo es investigar el efecto de la obesidad 

inducida por una dieta rica en grasa saturada, se utilizó una dieta cuya 

composición incluía un 60% de grasa (de lo cual un 54% corresponde a 

ácidos grasos saturados) cuya ventaja es el rápido desarrollo del fenotipo 

obeso y, la cual se extendió por 11 semanas con el fin de evaluar efectos a 

nivel molecular de una dieta prolongada, semejante al periodo que han sido 

evaluados por otros investigadores (Marco et al., 2013; Thaler et al., 2012). 

En este mismo sentido, creemos que una limitación del diseño experimental 

es no haber incorporado un desafío alimenticio previo al muestreo (tipo 

“binge” o atraccón) para evaluar dinámicas en la regulación.  
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Otro aspecto importante a considerar es que los resultados obtenidos en este 

trabajo representan exclusivamente el efecto de la obesidad inducida por 

dieta en machos. Diversas investigaciones han demostrado que tanto 

hormonas sexuales como genes codificados en cromosomas sexuales afectan 

el control de la homeostasis energética y más aún el funcionamiento de las 

neuronas POMC, estableciendo así, dimorfismo sexual (De Jesus & Henry, 

2022; Morselli et al., 2016; C. Wang & Xu, 2019). En este contexto, existen 

dos investigaciones que sugieren que las neuronas POMC ejercen un efecto 

diferente según el sexo, regulando preferentemente el gasto energético en las 

hembras y la ingesta alimentaria en machos (Hubbard et al., 2019; Reilly 

et al., 2019). Así también, Wang y colaboradores demostraron que a nivel del 

núcleo arqueado, el número de neuronas POMC es superior en las hembras 

las que, además, muestran actividades neuronales más altas (C. Wang et al., 

2018). Esta diferencia en la respuesta neuronal podría ser consecuencia del 

estradiol, una hormona mayoritaria en hembras, que desencadena un aumento 

en la excitabilidad de las neuronas POMC (Gao et al., 2007). Las diferencias 

sexuales también se han observado a nivel de expresión génica, pues se ha 

identificado que la expresión de Pomc es mayor en hembras en relación a los 

machos (G. O. de Souza et al., 2022), lo que podría explicarse por la 

capacidad que tiene el receptor alfa relacionado con estrógeno (ERRα) de 

unirse al enhancer proximal de Pomc hipotalámico, nPE2 (F. S. J. de Souza 

et al., 2005). De este modo, los hallazgos aquí presentados no pueden ser 

extrapolados a lo que ocurre en hembras y, por ende, se requieren estudios 

que utilicen hembras para así disminuir la brecha de género en 

investigaciones biomédicas.  
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Por otro lado, una de las principales complicaciones que tuvo el desarrollo de 

este trabajo investigativo, fue lograr purificar una cantidad suficiente de 

neuronas que permita extraer suficiente ADN genómico. La manera de 

sobrellevar esta problemática fue utilizar entre 3 a 5 animales por proceso de 

purificación, interesantemente no hubo proporción directa entre la cantidad 

de animales utilizados y el número de células purificadas. Existen diversos 

factores que afectan el rendimiento en la purificación utilizando FACS, sin 

embargo, en nuestro caso unos de los factores más importantes es la gran 

variabilidad en la intensidad de fluorescencia del GFP de nuestros 

transgénico; situación que solo podía ser evaluada al observar los cerebros en 

lupa de EPI fluorescencia, previo a la disgregación celular y una vez 

terminada la intervención alimentaria. La variabilidad en la expresión del 

transgén, podría ser consecuencia de problemas en la mantención de la línea 

transgénica previa a nuestro manejo, ya que no actualizar colonias 

endogámicas (como esta línea transgénica) cada 5 a 10 generaciones aumenta 

los problemas de deriva génica (Kelmenson, 2018). 

Aun cuando la cantidad de células purificadas está muy por debajo de las 

9000 células POMC identificadas por análisis estereológicos (Lemus et al., 

2015), el protocolo de purificación de neuronas mediante FACS, aquí 

desarrollado, logró purificar una cantidad similar a lo reportado por el equipo 

de Lam, donde a partir de 1 animal POMC:eGFP y utilizando un 

procedimiento similar, se purifican 160 células GFP positivas (Lam et al., 

2017). Por otro lado, además de la validación mediante ARN-seq presentada 

en este trabajo, este protocolo fue validado en un trabajo colaborativo previo  

de nuestro laboratorio, mediante qRT-PCR obteniendo, igualmente, que hay 
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un enriquecimiento de células POMC tras la purificación (Órdenes et al., 

2021).  

Por último, en este trabajo se estudian las neuronas POMC como una única 

población sin considerar las subpoblaciones de estas neuronas. En ese 

sentido, variadas investigaciones, empleando diferentes técnicas 

experimentales, han demostrado la existencia de subpoblaciones de neuronas 

POMC. Por ejemplo, mediante registros electrofisiológicos se ha identificado 

que las neuronas POMC excitadas por leptina no son las mismas neuronas 

POMC que responden a insulina (Williams et al., 2010). Así también, se ha 

descrito que existen neuronas POMC con propiedades glutamatérgicas, otras 

con propiedades GABAérgicas, así como neuronas que contienen ambos o 

ninguno de estos neurotransmisores (Dicken et al., 2012; Saucisse et al., 

2021; Wittmann et al., 2013). Investigaciones más recientes empleando 

secuenciación de ARN de célula única (ARNsc-seq) identificaron 3 

subpoblaciones de POMC, que difieren en sus patrones de expresión 

(Campbell et al., 2017). Lamentablemente, no existen herramientas genéticas 

desarrolladas que nos permitan realizar una purificación diferencial de estas 

subpoblaciones neuronales, por lo cual nuestros resultados constituyen un 

punto de partida necesario para el estudio posterior de estas subpoblaciones.  

Con respecto a las estadísticas globales de nuestros perfiles de metilación 

obtenidos, observamos que el porcentaje de metilación en contextos no-CpG 

alcanza valores superiores a lo clásicamente reportado para genomas de 

mamíferos (Couldrey et al., 2014; Orozco et al., 2015; X. Zhang et al., 2017). 

Sin embargo y de manera interesante, en los últimos años diferentes 

investigaciones han descrito que las neuronas alcanzan un porcentaje mayor 
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de metilación en contexto no-CpG (de Mendoza et al., 2021; Guo et al., 2014; 

Kozlenkov et al., 2014; Lister et al., 2013; Xie et al., 2012). Por ejemplo, en 

una detallada investigación, Lister  y cols. (2013) estudiaron el estado de 

metilación en contexto no-CpG de células de la corteza frontal de ratones en 

estado embrionario y en adultos, encontrando que la metilación en este 

contexto es insignificante en la corteza fetal, pero aumenta notoriamente en 

adultos, lo que, al relacionarlo con datos de expresión génica, hace sugerir 

que la metilación no-CpG representa un tipo de regulación génica que se 

agrega en una etapa de desarrollo posterior. Además, se determinó que este 

aumento de metilación en contexto no-CpG era exclusivo de neuronas, y no 

afectaba a células gliales (Lister et al., 2013). Así también, la investigación 

de Guo y cols. (2014), utilizando secuenciación de bisulfito de genoma 

completo, identificó aproximadamente un 25% de metilación en contexto no-

CpG, en neuronas del giro dentado de ratones adultos, lo cual fue confirmado 

utilizando metodologías independientes de la conversión de bisulfito  (Guo 

et al., 2014). Este patrón de metilación no-CpG parece ser compartido entre 

organismos vertebrados y enriquecido en genes altamente conservados que 

se encuentran reprimidos transcripcionalmente en cerebro adulto (de 

Mendoza et al., 2021). Por lo tanto, dado que estos datos concuerdan con los 

hallazgos aquí obtenidos, es posible ratificar la validez de nuestros resultados 

y afirmar que, en neuronas hipotalámicas adultas, existe cerca de un 20% de 

metilación en contextos no-CpG, cuya función todavía falta por dilucidar.  

Al considerar la metilación a escala genómica, en contextos CpG, presente 

tanto en muestras CD como en HFD, nuestros resultados indican que la 

metilación está centrada en la región promotora de los genes, particularmente 
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en las cercanías del TSS, lo que es consistente con la principal ubicación de 

las islas CpG, regiones con mayor frecuencia de dinucleótidos CG y donde 

es más probable de encontrar citosinas metiladas.  Así también, al analizar de 

manera general los datos de metilación de las 4 muestras en estudio, mediante 

el análisis de componente principal, no fue posible identificar clústeres 

diferenciados por condición, de lo que se desprende que no hay una diferencia 

notoria en los patrones de metilación globales entre animales controles y 

obesos. Sin embargo, al analizar las diferencias que la obesidad inducida por 

dieta alta en grasa genera en el estado de metilación de citosinas individuales, 

los resultados demuestran que existen 16.795 citosinas diferencialmente 

metiladas (DMC), de las cuales cerca del 50% se localizan en promotores. 

Además, de la distribución por cromosoma de las DMC, resulta llamativo lo 

que ocurre en el cromosoma mitocondrial donde se obtuvo únicamente 

hipometilación. A nivel del genoma mitocondrial existe gran controversia 

sobre la metilación del ADN ya que, se encuentra desprovisto de histonas y, 

enzimas metilasas no pueden acceder a este organelo. No obstante, en el 

último tiempo diferentes investigaciones han identificado metilación en 

genoma mitocondrial (van der Wijst et al., 2017; Zheng et al., 2015), de 

hecho, un estudio en ratas alimentadas con una dieta alta en fructosa analizó 

mediante un test de ELISA el estado de metilación del ADN mitocondrial en 

hepatocitos, encontrando hipometilación global acompañada por un aumento 

en la transcripción de genes mitocondriales (Yamazaki et al., 2016). Si bien 

existe basta evidencia que demuestra que en obesidad ocurre una alteración 

en la actividad mitocondrial caracterizada, por ejemplo, por una 

remodelación de las crestas mitocondriales (Gómez-Valadés et al., 2021), 

escasa o nula información existe sobre la dinámica de expresión de genes 
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codificados en el ADN mitocondrial, y mucho menos sobre la regulación que 

podría ejercer la metilación, por lo que resulta interesante evaluar en trabajos 

futuros qué ocurre con la expresión génica mitocondrial y si esto está 

relacionado con la disminución en el nivel de metilación del ADN. 

Al evaluar específicamente lo que ocurre en Pomc, podemos notar que, 

contrario a investigaciones anteriores, no se encontró hipermetilación en 

ninguna de las citosinas presentes en su promotor e incluso, se identificó 

hipometilación en una citosina ubicada a 110 pb corriente arriba del TSS. 

Esta discrepancia podría explicarse por ciertas diferencias experimentales 

entre nuestro estudio y las investigaciones previas, por ejemplo, en la 

investigación de Plagemann no hubo obesidad inducida por una dieta en 

particular, sino que se incrementó la ingesta alimentaria a través de una 

disminución en la cantidad de animales por jaula (Plagemann et al., 2009); la 

investigación de Cifani, en cambio, utilizó una dieta compuesta por un 45% 

de grasa (Cifani et al., 2015). Además, en ambas, junto con la investigación 

de Marco, el modelo de estudio fueron ratas Sprague Dawley (Marco et al., 

2013). Por su parte, en la investigación de Shi, se utilizaron ratones que 

recibieron una dieta con un 60% de grasa, pero esta se mantuvo por un 

periodo de 20 semanas, lo que hace sugerir que las 11 semanas empleadas en 

nuestro trabajo no es tiempo suficiente para evidenciar un aumento en la 

metilación; no obstante, y similar a nuestros hallazgos, en esta investigación 

se observó una leve disminución en el porcentaje de metilación de la citosina 

ubicada a 110 pb corriente arriba del TSS, pero cuya diferencia no alcanza a 

ser significativa (Shi et al., 2013). Una diferencia importante por destacar 

entre nuestro estudio y los anteriormente señalados, es que todos estos 
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exploraron la metilación del ADN a partir de muestras de hipotálamo 

completo, que incluyen una gran diversidad celular y que, por tanto, no 

reflejan lo que ocurre particularmente en las neuronas POMC. 

Con respecto a la relación entre metilación de ADN y expresión génica, 

nuestros resultados indican que la metilación diferencial se relaciona con un 

aumento y disminución de la expresión génica en igual proporción; este 

resultado, si bien es contrario a la perspectiva clásica donde el aumento en 

metilación del ADN se asocia exclusivamente con una represión 

transcripcional, resulta respaldar múltiples investigaciones realizadas en los 

últimos años (Guilleret et al., 2002; Halpern et al., 2014) donde se ha 

observado que aumentos en la metilación DNA pueden también aumentar la 

expresión génica. El mecanismo por el cual la metilación del ADN es capaz 

de activar la expresión génica no se ha esclarecido, sin embargo, se han 

propuesto diferentes alternativas; una de ellas postula que los grupos metilo 

podrían causar una repulsión de factores de transcripción represores, lo que 

se sustenta en que genes sobreexpresados se encontrarían enriquecidos en 

motivos de unión a factores de transcripción represores, sensibles a grupos 

metilo (de Mendoza et al., 2022). Otra alternativa postula que la metilación 

puede crear nuevos sitios de unión a factores de transcripción pioneros los 

que tienen la habilidad de unirse directamente a heterocromatina y reclutar a 

otros factores de transcripción, lo que se respalda en el hecho de que ciertos 

factores de transcripción pueden interaccionar con grupos metilo, sin la 

necesidad del dominio MBD (Hu et al., 2013; Zhu et al., 2016). No obstante, 

y similar a otras investigaciones (Pedersen et al., 2016), nuestros resultados 

indican que, aun cuando la metilación diferencial puede ocurrir en sitios 
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específicos que participan en la unión con factores de transcripción, esto no 

siempre es indicativo de una modulación en la expresión génica, dado que el 

96% de las DMC aquí identificadas se encontraban en genes que no presentan 

modulación en su expresión. Sin embargo, y considerando que, a diferencia 

de la metilación de ADN, la expresión génica es un proceso altamente 

dinámico, es posible que la remodelación en la metilación del ADN ocurrida 

tras la obesidad inducida por dieta condicione la respuesta transcripcional 

frente a determinado estimulo, situación que no fue considerada en nuestro 

diseño experimental excepto por la intervención alimenticia prolongada por 

11 semanas. Otra posibilidad a la falta de respuesta génica podría ser a la 

heterogeneidad de las neuronas POMC y la generación de mecanismos 

compensatorios, en este sentido de Mendoza y cols. (2022) sugieren que la 

expresión de un gen con importante cambio de metilación en un número 

reducido de células podría ser compensado por la expresión a cargo de células 

que no presentan metilación diferencial, lo que se hace notoriamente 

relevante en poblaciones tan heterogéneas como las neuronas POMC (de 

Mendoza et al., 2022). Estos hallazgos, en conjunto, reflejan que la 

regulación ejercida por la metilación del ADN es un proceso complejo y del 

que todavía faltan muchos aspectos por clarificar.  

Por otro lado, los datos obtenidos en esta investigación permiten esclarecer 

ciertos aspectos controversiales en torno al proceso de detección de cambios 

en la concentración circulante de ciertos nutrientes y la posterior respuesta 

ante estos cambios, denominado sensing. Existen investigaciones que 

apuntan a que este proceso es llevado a cabo exclusivamente por neuronas 

hipotalámicas, como POMC; mientras que, por otro lado, hay quienes 
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postulan que es necesaria la participación de células gliales como astrocitos 

y tanicitos. Con respecto al metabolismo lípidos, diferentes investigaciones 

han propuesto que ácidos grasos de cadena larga pueden ingresar a las 

neuronas hipotalámicas a través del transportador CD36, un miembro de los 

receptores depuradores de clase B (Le Foll et al., 2009, 2015), 

adicionalmente, se ha identificado al receptor de ácidos grasos 1 (FFA1 o 

GPR40), un receptor acoplado a proteína G, que puede ser activado por 

ácidos grasos de cadena media y larga y que según análisis de 

inmunohistoquímica colocaliza con neuronas POMC (Dragano et al., 2017; 

Haynes et al., 2020; Nakamoto et al., 2013). Sin embargo, nuestros datos de 

ARN-seq, generados desde neuronas POMC purificadas, indican que no hay 

expresión de estas moléculas en ninguna de las condiciones experimentales; 

lo que descartaría la idea de que ácidos grasos son censados por estas 

neuronas.  

Otro nutriente que ha generado debate es la glucosa; O’Malley y cols. (2006) 

proponen que puede ser censada por neuronas gracias a la participación del 

transportador SGLT en un proceso que involucra de cotransporte de glucosa 

y  Na+, de modo que el aumento de cargas positivas (debido al ingreso de 

Na+) causaría la depolarización y excitación neuronal (O’Malley et al., 2006), 

no obstante, la veracidad de este mecanismo se basa en la acción de SGLT, 

transportador que de acuerdo a nuestros datos, no se encuentra en neuronas 

POMC; en cambio, si se obtuvo expresión de Slc16a7, gen que codifica al 

transportador de monocarboxilato 2 (MCT2), que permite la entrada del 

lactato liberado desde los tanicitos luego de la metabolización de glucosa en 

estas células gliales; lo que contribuiría a confirmar la participación de los 
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tanicitos durante el sensing de glucosa (Cortes-Campos et al., 2013; Órdenes 

et al., 2021). En esa misma línea, se ha propuesto que, luego de la ingesta 

alimenticia, el aumento y liberación de ATP desde los tanicitos (ya sea por la 

metabolización de glucosa o ácidos grasos), podría impactar en la actividad 

de las neuronas POMC a través de receptores purinérgicos (Salgado et al., 

2021); en apoyo a esta idea, nuestros datos muestran que las neuronas POMC 

expresan 4 tipos diferentes de receptores purinérgicos (P2Y1, P2Y2, P2X4 y 

P2X2). No obstante, cabe mencionar que, si bien nuestros datos confirman la 

expresión de MCT2 y de receptores purinérgicos, estos no se encuentran 

modulados por la obesidad inducida por dieta y solo MCT2 y P2Y2 presentan 

una citosina diferencialmente metilada en su región promotora.  

Entre los genes que tienen metilación diferencial y si se encuentran 

modulados por la obesidad inducida por dieta, destaca Gal, un gen que puede 

dar origen a dos productos diferentes dependiendo del procesamiento 

proteolítico, galanina y el péptido asociado al mensaje de galanina (GMAP). 

En particular, la galanina ha sido fuertemente relacionada con el control de 

la ingesta alimenticia, y en especial, con el consumo de grasas. En este 

contexto, la investigación de Yun y cols. (2005) identificó que tras una 

inyección de Gal en el PVN, ocurre un aumento en la ingesta alimenticia, lo 

que es particularmente notorio y más prolongado en aquellos animales 

alimentados con una dieta alta en grasa (Yun et al., 2005). Así también, se ha 

identificado que el consumo de una dieta alta en grasa por 21 días estimula 

la expresión de Gal en el PVN (Dourmashkin et al., 2005; Leibowitz et al., 

2004), con lo cual se ha propuesto que galanina funciona con un circuito de 

retroalimentación positiva, en que el consumo de dieta alta en grasa estimula 
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la expresión de Gal y esto, a su vez, incrementa la ingesta alimenticia (Barson 

et al., 2010). Este comportamiento se evidencia también en nuestros datos, 

puesto que animales alimentados con una dieta alta en grasa por 11 semanas 

muestran un aumento significativo tanto en la expresión de Gal en neuronas 

POMC, como en las calorías diarias ingeridas; de modo que esto podría estar 

contribuyendo en la mantención del fenotipo obeso. Además, el aumento en 

la expresión de este neuropéptido particularmente en las neuronas POMC 

sugiere que, frente a obesidad inducida por dieta, ocurre cierto deterioro en 

el carácter anorexigénico de estas neuronas; esto respaldado con el 

inexistente aumento en la expresión del neuropéptido anorexigénico Pomc 

frente a un exceso energético (como el que se origina con la dieta alta en 

grasa). 

Comportamiento similar a Gal, es el observado en Loxl3, una enzima lisil 

oxidasa, cuya hipermetilación dentro de un motivo de unión a factor de 

transcripción, está asociada con un incremento en su expresión génica. El 

funcionamiento de esta enzima está relacionado con una restricción en la 

diferenciación de células inmune y la respuesta inflamatoria, lo que 

interesantemente, ocurre a través de la deacetilación del factor de 

transcripción STAT3 reprimiendo su dimerización en el núcleo (Ma et al., 

2017). Considerando que la respuesta a leptina por parte de las neuronas 

POMC es mediada por STAT3, es posible sugerir que el impedimento en la 

dimerización de STAT3, causada por un incremento de LOX3, este 

contribuyendo en la generación de resistencia a leptina; un mecanismo que, 

en concordancia con nuestros datos, no requiere una modulación en la 

expresión génica de este factor de transcripción.  
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Otra de las respuestas evidenciadas por las neuronas POMC tras la inducción 

de obesidad, es la modulación transcriptómica de genes asociados a 

apoptosis, particularmente se observó una disminución en la expresión de 

Gdnf, factor neurotrófico derivado de glía, con 4 DMC dentro de motivos de 

unión a factores de transcripción y cuya disminución es capaz de prevenir la 

apoptosis a través de un mecanismo que involucra a la caspasa 8 y al receptor 

con dominio de muerte FADD (Yu et al., 2008); así también, su disminución 

se ha asociado con un aumento en la tasa de apoptosis neuronal en patologías 

como Parkinson y encefalopatías por hipoxia (S.-J. Li et al., 2014; Siegel & 

Chauhan, 2000). En el contexto de obesidad, un estudio de Mwangi y 

colaboradores muestran que una sobreexpresión de este gen en astrocitos se 

asocia con una resistencia al desarrollo de obesidad en animales alimentados 

con dieta alta en grasa,  en base a este hallazgo proponen que el Gdnf tiene 

un efecto protector sobre el desarrollo de obesidad (Mwangi et al., 2014). 

Además, recientemente se ha identificado en una línea celular de neuronas, 

que su expresión puede ser modulada a partir de cambios en la metilación de 

su promotor en respuesta al acido poliinsaturado EPA (ácido 

eicosapentaenoico; 20:5 ω-3) (Ceccarini et al., 2022); en conjunto, estos 

datos avalan los resultados aquí obtenidos y permiten apoyar el supuesto de 

que, tras la inducción de obesidad  por dieta alta en grasa prolongada, una 

remodelación en el promotor de este gen, se asocia con una disminución en 

su expresión génica lo que, a su vez, contribuye con la generación de 

apoptosis. En esta misma línea, otro gen asociado a apoptosis y cuya 

expresión se encuentra modulada frente a la obesidad inducida por dieta, es 

Ntrk1, que codifica el receptor tirosina quinasa neurotrófica tipo 1, y cuya 

expresión esta modulada a la baja en nuestros datos. Por un lado, hay estudios 
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sobre este gen que lo han asociado a apoptosis ya que es capaz de activar a 

ciertas caspasas e inhibir a p53 (Jung et al., 2008; Jung & Kim, 2008; Lavoie 

et al., 2005). Por otro lado, hay estudios que proponen que el aumento de este 

gen disminuye la actividad de catalasas resultando en un incremento en la 

producción de ROS y en consecuencia conduce a autofagia (Dadakhujaev 

et al., 2009; Morello et al., 2021), de modo que, se podría hipotetizar que la 

disminución de este gen podría estar contribuyendo tanto a la generación de 

apoptosis como a la disminución de autofagia.  Situación similar ocurre con 

Moap1, gen que se encuentra sobre expresado en nuestros datos y que 

codifica el Modulador de apoptosis 1, una proteína de la membrana 

mitocondrial capaz de unirse a Bax e inducir apoptosis a través de la salida 

del citocromo c desde la mitocondria (Su et al., 2022; Tan et al., 2001). Tal 

como ocurre con Ntrk1, Moap1 ha sido asociado, además, con una promoción 

de la autofagia debido a su interacción con la proteína LC3 para permitir el 

cierre del fagoforo, un proceso requerido en la maduración del autofagosoma 

(Chang et al., 2021). Considerando que estudios anteriores han determinado 

que, a nivel hipotalámico, el desarrollo de obesidad está asociado con un 

incremento en apoptosis y disminución de autofagia, es posible hipotetizar 

que el aumento de Moap1, junto con la disminución de Ntrk1 y Gdnf, están 

en su conjunto, favoreciendo el desarrollo de apoptosis en las neuronas 

POMC de ratones obesos. Sin embargo, genes esenciales con el desarrollo de 

autofagia como Atg7 y Becn1 no muestran un cambio significativo en su 

expresión génica (Collier et al., 2021; Wirawan et al., 2012) por lo cual, 

consideramos que nuestros datos no muestran evidencia suficiente para 

suponer que este proceso esta alterado en neuronas POMC.   
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Cabe señalar que, a excepción de Gal, ninguno de estos genes ha sido 

previamente asociado con obesidad a nivel hipotalámico, por lo que se hacen 

necesarios análisis adicionales para comprender certeramente la función que 

estarían cumpliendo en las neuronas POMC y como esto contribuye en la 

mantención de la obesidad. Del mismo modo, es necesario validar que el 

cambio en el estado de metilación de la región promotora de los genes esta, 

efectivamente, influenciando la modulación transcripcional evidenciada en 

nuestros resultados.  

En base a lo anteriormente expuesto, es posible concluir de esta investigación 

que la obesidad inducida por una dieta alta en grasas causa una remodelación 

importante en el perfil de metilación global de las neuronas POMC, lo que 

ocurre principalmente en regiones promotoras de los genes y, más 

específicamente aun, dentro de motivos de unión a factores de transcripción 

(figura 13). Estos cambios en el estado de metilación, si bien ocurren en 

varios genes relevantes en el funcionamiento de las neuronas POMC (como 

Pomc, Cartpt y Stat3), tienen una reducida respuesta transcripcional en las 

condiciones experimentales del presente trabajo. 
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FIGURA 13: MODELO DEL EFECTO QUE SUFREN LAS NEURONAS POMC EN OBESIDAD 

INDUCIDA POR DIETA ALTA EN GRASAS A NIVEL DE METILACIÓN DE ADN.  

Con la inducción de obesidad a partir de una dieta alta en grasa, las neuronas hipotalámicas 

POMC sufren una importante remodelación en el estado de metilación de citosinas, lo que 

ocurren principalmente en sitios que constituyen motivos de unión a factores de 

transcripción. Esta remodelación en la metilación está asociada con una reducida respuesta 

transcripcional, que involucra tanto un aumento, como una expresión génica. Entre los 

genes que tienen metilación diferencial y ven aumentada su expresión destaca Gal, Loxl3 

y Moap1. Mientras que entre los genes con metilación diferencial que disminuyen su 

expresión se encuentra Gdnf y Ntrk1.  
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Además, y en sintonía con investigaciones actuales, se determinó que el 

aumento de metilación está relacionado tanto con una disminución como con 

un aumento de la expresión génica, a partir de lo cual se podría estar 

favoreciendo el consumo de grasa, la resistencia a leptina y la apoptosis. De 

esta manera, es importante destacar que estos resultados, son los primeros en 

dilucidar los efectos que la obesidad causa en la metilación de ADN a nivel 

genómico y más específico aún en neuronas POMC purificadas. Así también, 

a partir de los resultados de esta investigación se da pie para estudiar una 

serie de aspectos que no fueron considerados en este trabajo, tal como la 

metilación que ocurre en contextos no-CpG, y la metilación diferencial en 

sitios diferentes a las regiones promotoras. Por último, y a modo de 

proyección, resultaría interesante realizar estudios adicionales para evaluar si 

las marcas de metilación que ocurren tras la inducción de obesidad son 

estables en el tiempo y pueden permanecer luego de una baja del peso 

corporal, así como utilizar dietas de cafetería que incluyen alimentos 

sabrosos, densos energéticamente, que asemejan los alimentos procesados 

tan comunes en la alimentación humana y, de esta manera, contribuir a la 

proyección de este modelo a la obesidad desarrollada en humanos.   
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VIII. ANEXOS 

Scripts de bash del control de calidad y procesamiento 

Anexo 1. Control de calidad de los datos crudos mediante FastQC. 

#!/bin/bash 
eval "$(conda shell.bash hook)" 
fastqc $RRBS-EE-C* --adapters $adaptadores.txt -o $output_path 
fastqc $ RRBS-EE-HFD* --adapters $adaptadores.txt -o 
$output_path 

 

Anexo 2: Procesamiento de los datos mediante TrimGalore y posterior 

evaluación de calidad de datos procesados mediante FastQC. 

#!/bin/bash 
eval "$(conda shell.bash hook)" 
trim_galore --cores 4 --rrbs --paired --gzip --max_n 15 --length 

50 --non_directional -o $output_path \ 

$RRBS-EE-C1_NGS22-Y096_BH3LN7DSX5_S24_L004_R1_001.fastq.gz \ 

$RRBS-EE-C1_NGS22-Y096_BH3LN7DSX5_S24_L004_R2_001.fastq.gz 

fastqc  

$RRBS-EE-C1_NGS22-Y096_BH3LN7DSX5_S24_L004_R1_001_val_1.fq.gz \ 

--adapters $adaptadores.txt -o $output_path/FastQC 

 

Anexo3: Alineamiento múltiple mediante el programa Fastq-screen 

#!/bin/bash 
eval "$(conda shell.bash hook)" 
fastq_screen --aligner bowtie2 --bisulfite --threads 4 \ 
--get_genomes --bismark --non_directional \ 
--outdir $Output_Path/ \ 
$RRBS-EE-C1_NGS22-Y096_BH3LN7DSX5_S24_L004_R2_001.fastq.gz 
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Scripts de bash del alineamiento al genoma de referencia 

Anexo 4: Preparación del genoma de referencia mediante Bismark. 

#!/bin/bash 
eval "$(conda shell.bash hook)" 
bismark_genome_preparation --path_to_aligner 
/usr/local/src/bowtie2-2.5.0-linux-x86_64 \ 
--bowtie2 --genomic_composition --verbose \ 
$Annotation/ 

 

Anexo 5a: Alineamiento al genoma de referencia usando Bismark. 

Configuración por defecto, test 1 

#!/bin/bash 
eval "$(conda shell.bash hook)" 
bismark --parallel 4 --gzip --bam --output_dir $output_path \ 
--temp_dir $output_path \ 
--genome_folder $Annotation \ 
-1 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y096_BH3LN7DSX5_S24_L004_R1_001_val_1.fq.gz 
\ 
-2 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y096_BH3LN7DSX5_S24_L004_R2_001_val_2.fq.gz 

 

Anexo 5b: Alineamiento al genoma de referencia usando Bismark. 

Configuración no direccional, test 2. 

#!/bin/bash 
eval "$(conda shell.bash hook)" 
bismark --parallel 4 --gzip --bam --non_directional --output_dir 

$output_path/ \ 

--temp_dir $output_path \ 

--genome_folder $Annotation \ 

-1 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y096_BH3LN7DSX5_S24_L004_R1_001_val_1.fq.gz 

\ 

-2 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y096_BH3LN7DSX5_S24_L004_R2_001_val_2.fq.gz 
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Anexo 5c: Alineamiento al genoma de referencia usando Bismark. 

Configuración no direccional con disminución en exigencia, test 3. 

#!/bin/bash 
eval "$(conda shell.bash hook)" 
bismark --parallel 4 --gzip --bam --non_directional --output_dir 

$output_path/ \ 

--temp_dir $output_path \ 

--score_min L,0,-0.6 \ 

--genome_folder $Annotation \ 

-1 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y096_BH3LN7DSX5_S24_L004_R1_001_val_1.fq.gz 

\ 

-2 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y096_BH3LN7DSX5_S24_L004_R2_001_val_2.fq.gz 

 

 

Anexo 5d: Alineamiento al genoma de referencia usando Bismark. 

Configuración no direccional, con disminución en exigencia y alineamiento 

local, test 4. 

#!/bin/bash 
eval "$(conda shell.bash hook)" 
bismark --parallel 4 --gzip --bam --non_directional --output_dir 

$output_path/ \ 

--temp_dir $output_path \ 

--score_min L,0,-0.6 \ 

--local \ 

--genome_folder $Annotation \ 

-1 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y096_BH3LN7DSX5_S24_L004_R1_001_val_1.fq.gz 

\ 

-2 $RRBS-EE-C1_NGS22-Y096_BH3LN7DSX5_S24_L004_R2_001_val_2.fq.gz 
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Anexo 6: Extracción del estado de metilación de citosinas usando Bismark. 

 

#!/bin/bash 
eval "$(conda shell.bash hook)" 
bismark_methylation_extractor --paired-end --no_overlap --
ignore_r2 2 --report --merge_non_CpG --bedgraph --gzip \ 
--output $Output_path \ 
$RRBS-EE-C1.bam 

 

 

Test de metilación diferencial en R 

Anexo 7:  Test de metilación diferencial usando el programa Methykit. 

 

library(devtools) 

library(methylKit)  

library(genomation) 

file.list=list( "C1.bismark.cov.gz", 

                "C5.bismark.cov.gz", 

                "HFD1.bismark.cov.gz", 

                "HFD2.bismark.cov.gz") 

myobjDB=methRead(file.list, 

                 sample.id=list("C1","C5","HFD1","HFD2"), 

                 assembly="GRCm39", 

                 treatment=c(0,0,1,1), 

                 context="CpG", 

                 pipeline = "bismarkCoverage") 

#Cobertura por base--------------------------------------------- 

getCoverageStats(myobjDB[[1]],plot=TRUE,both.strands=FALSE) 

getCoverageStats(myobjDB[[2]],plot=TRUE,both.strands=FALSE) 

getCoverageStats(myobjDB[[3]],plot=TRUE,both.strands=FALSE) 

getCoverageStats(myobjDB[[4]],plot=TRUE,both.strands=FALSE) 

# Filtro basado en cobertura------------------------------------ 
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filtered.myobj=filterByCoverage(myobjDB,lo.count=10,lo.perc=NULL

, hi.count=NULL,hi.perc=99.9) 

normalized.myobj=normalizeCoverage(filtered.myobj) 

#Correlación de muestras---------------------------------------- 

meth=unite(normalized.myobj, destrand=FALSE) 

getCorrelation(meth,plot=TRUE) 

clusterSamples(meth,dist="correlation",method="ward.D2",plot=TRU

E) 

PCASamples(meth, screeplot=TRUE) 

PCASamples(meth, center = TRUE) 

 

#Metilacion diferencial por citocina (DMC)---------------------- 

myDiff=calculateDiffMeth(meth) 

myDiff25p.hyper=getMethylDiff(myDiff,difference=25,qvalue=0.05,t

ype="hyper") 

myDiff25p.hypo=getMethylDiff(myDiff,difference=25,qvalue=0.05,ty

pe="hypo") 

 

#DMC por cromosoma---------------------------------------------- 

diffMethPerChr(myDiff,plot=TRUE,qvalue.cutoff=0.05, 

meth.cutoff=15) 

 

#Metilación diferencial por region (DMR)------------------------ 

tiles=tileMethylCounts(myobjDB,win.size=1000,step.size=1000) 

filtered.myobj_R=filterByCoverage(tiles,lo.count=10,lo.perc=NULL

, hi.count=NULL,hi.perc=99.9) 

normalized.myobj_R=normalizeCoverage(filtered.myobj_R) 

 

methRegion=unite(normalized.myobj_R, destrand=FALSE) 

myDiffRegion=calculateDiffMeth(methRegion) 

myDiffRegion.hyper=getMethylDiff(myDiffRegion,difference=15,qval

ue=0.05,type="hyper") 

myDiffRegion.hypo=getMethylDiff(myDiffRegion,difference=15,qvalu

e=0.05,type="hypo") 
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#Metilación diferencial por promotor---------------------------- 

methPromoter=unite(normalized.promoter, destrand=FALSE) 

myDiffPromoter=calculateDiffMeth(methPromoter) 

myDiffPromoter.hyper=getMethylDiff(myDiffPromoter,difference=15,

qvalue=0.05,type="hyper") 

myDiffPromoter.hypo=getMethylDiff(myDiffPromoter,difference=15,q

value=0.05,type="hypo") 

 

#Anotación de metilación diferencial---------------------------- 

#Cargar archivo bed con anotación 

gene.obj=readTranscriptFeatures("Mus_musculus.GRCm39.107_2_BED12

.bed", remove.unusual = TRUE) 

diffAnn_hyper <-

annotateWithGeneParts(as(myDiff25p.hyper,"GRanges"),gene.obj) 

diffAnn_hypo <- 

annotateWithGeneParts(as(myDiff25p.hypo,"GRanges"),gene.obj) 

diffAnn_RegionHyper <- 

annotateWithGeneParts(as(myDiffRegion.hyper,"GRanges"),gene.obj) 

diffAnn_RegionHypo <- 

annotateWithGeneParts(as(myDiffRegion.hypo,"GRanges"),gene.obj) 

 

#Calculo distancia a TSS 

TSS <- getAssociationWithTSS(diffAnn) 

 

#Extracción de genes con promotores diferencialmente metilados 

diffAnn_Promoter.hyper=annotateWithGeneParts(as(myDiffPromoter.h

yper,"GRanges"),gene.obj) 

diffAnn_Promoter.hypo=annotateWithGeneParts(as(myDiffPromoter.hy

po,"GRanges"),gene.obj) 

write.table(getAssociationWithTSS(diffAnn_Promoter.hyper), 

file="Hyper-TSS_PorPromoter_Methylkit") 

write.table(getAssociationWithTSS(diffAnn_Promoter.hypo), 

file="Hypo-TSS_PorPromoter_Methylkit") 
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Figuras suplementarias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura S1: Calidad de librerías RRBS (A) Perfil electroforético de las 

librerías RRBS de la condición CD y HFD. Las señales indicadas con 20 y 

1000 corresponden al marcador de peso molecular. (B) Valores de 

concentración de cada una de las muestras en términos de ng/uL (medida por 

Qubit) y concentración nanomolar, determinada a partir de la Formula n°1.  
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Figura S2: Resultados de la calidad de los datos crudos obtenida 

mediante FastQC. (A) Calidad phred de base a lo largo de la secuencia. (B) 

Contenido de base por secuencia. En el eje de las abscisas se observa la 

posición a lo largo de la secuencia y en el eje de las ordenadas el porcentaje 

de aparición de cada base. (C) Presencia de adaptadores a lo largo de las 

secuencias. (D) Presencia de bases no determinadas a lo largo de las 

secuencias. (E) Distribución de longitud de las secuencias. Estos resultados 

corresponden a la muestra CD1, sin embargo, se obtuvieron resultados 

similares para el resto de las muestras. 
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Figura S3: Estadística descriptiva de los datos de metilación en el 

contexto CpG para cada muestra. (A) Histograma con la frecuencia de 

cobertura de secuencias por base. Los valores sobre cada barra representan el 

porcentaje de citosinas que coinciden con una misma cobertura. El resultado 

de este análisis muestras que las 4 muestras tienen una cobertura por base 

distribuida entre 10 y 100, no obstante, en CD2 se observa que 

aproximadamente un 15% de las bases tienen una cobertura superior a 100, 

lo que refleja que esta muestra sufrió sesgo de PCR. Como solución a este 

problema, se filtró y normalizó cada muestra de manera independiente, para 
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eliminar aquellas bases con una cobertura superior a 99.9 (B) Matriz con 

coeficientes de correlación de Pearson entre pares entre las 4 muestras. (C) 

Análisis de componente principal para dos muestras CD y dos muestras HFD. 

Si bien no hay una agrupación notoria de las muestras por condición, se 

tiende a ver una cercanía de las muestras CD en el componente 1, y de ambas 

muestras HFD en el componente 2. 
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Figura S4: Análisis de metilación diferencial a resolución de una base. 

(A) Volcano plot de citosinas diferencialmente metiladas (DMC), 

distribuidas de acuerdo con la diferencia de metilación entre el grupo HFD y 

CD; y la significancia definida por el valor q. Los puntos en rojo 

corresponden a citosinas hipermetiladas en el grupo HFD relativo al grupo 

CD y en azul se representan las citosinas hipometiladas. Los puntos en gris 

constituyen citosinas sin metilación diferencial. Se definió la metilación 

diferencial con una diferencia de metilación sobre 25% y un valor q menor o 

igual a 0.05. (B) Porcentaje de citosinas diferencialmente metiladas (DMC) 

en cada uno de los cromosomas, distinguiendo entre hiper e hipometilación. 

Desde lo cual se evidencia que, a excepción del cromosoma mitocondrial 
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(MT), todos los cromosomas alcanzan mayor nivel de hipermetilación que de 

hipometilación, cercano al 3% y 1% respectivamente. Interesantemente, se 

observa, además, que el cromosoma Y posee un porcentaje de metilación 

diferencial mayor que el resto de los cromosomas, reflejado tanto a nivel de 

hiper como hipometilación (C) Distribución de citosinas hiper e 

hipometiladas por estructura génica. (D) Distribución de la distancia al sitio 

de inicio de la transcripción (TSS) del total de citosinas diferencialmente 

metiladas (DMC). 
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Figura S5: Tabla con detalle de la nomenclatura utilizada en la figura 12B, 

el nombre del gen, la posición genómica de cada DMC, el porcentaje de 

cambio de metilación (HFD versus CD) y el logaritmo en base 2, de las veces 

de cambio en la abundancia de ARN (cambio de expresión, log2FC).  
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